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Zur Verteilung des Caleciums 
und des anorganischen Phosphors in der Milch. 


Von 
Paul Gyérgy. 
(Aus der Heidelberger Kinderklinik.) 


(Eingegangen am 1. August 1923.) 


,,Die Frage von der Verteilung des Calciums und der Phosphorsaure 
in der Milch ist ... noch nicht hinreichend aufgeklart’’ — schreibt 
Hammarsten, wohl einer der besten Kenner der Milchchemie, in der 
neuen Auflage seines Lehrbuches (9. Aufl., 1922, 8.520). Es wird 
von allen Autoren, die sich mit diesem Problem befaBt haben, einmiitig 
zugegeben, daB ein Teil des in der Milch befindlichen Kalkes und des 
anorganischen Phosphors sich in einer nicht dialysablen Form befindet. 
Ebenso besteht kein Zweifel dariiber, da ein prozentual wechselnder, 
jedenfalls recht hoher Kalkanteil an das Casein gebunden ist. Der 
undialysable anorganische Phosphor soll mit dem Rest undialysablen 
Kalkes in Beziehung stehen. Der Streit dreht sich um die nihere Um- 
schreibung dieser Kalkphosphorverbindung. Die Mehrzahl der Autoren 
neigt zu der Auffassung, daB es sich dabei um ein Gemenge von Di- 
und Tricalciumphosphat handelt, welches von dem Casein gelést oder 
suspendiert wird. Rona und Michaelis halten das Vorhandensein 
eines Doppelsalzes: Calciumcasein -+- Calciumphosphat fiir méglich. 
Auf Grund neuerer Untersuchungen glaaben dagegen L. van Slyke 
und A. Bosworth den Standpunkt vertreten zu kénnen, da die ver- 
meintliche Calciumphosphatverbindung ausschlieBlich aus Dicalcium- 
phosphat besteht, das mit dem Casein keinerlei chemisch-physikalische 
Affinitat aufweist. 

Im Laufe unserer gemeinsam mit Freudenberg ausgefiihrten Studien 
iiber die Kalkbindung durch tierische Gewebe und tiber den normalen 
Ossifikationsvorgang sind wir notgedrungen auf das gleiche Problem, 
auf die Frage der Beziehungen zwischen Kalkphosphatverbindungen 
und EiweiSkérpern gestoBen. Der fertige Knochen enthalt einen hohen 
Prozentsatz Kalkphosphatsalze. Mit Freudenberg vertreten wir den 
Standpunkt, daB es sich dabei nicht um ein primires Ausfallen der 
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2 P. Gyorgy: 


im Blute und in den Gewebssiaften in tibersittigter Form kreisenden 
Kalkphosphate handelt, sondern daB der Vorgang zuerst mit einer 
einfachen Kalkbindung eingeleitet wird. 

1. KnorpeleiweiB + Ca = Ca-EiweiB. Das Ca-Eiwei®B tritt dann 
vielleicht mit Hilfe Wernerscher Nebenvalenzen mit dem Phosphation 
in nahe Beziehung. 

2. Calciumeiweif8 + Phosphat = CalciumeiweiBphosphat. crst 
sekundir erfolgt dann das Abspalten des kristallinischen Tricalcium- 
phosphats. 

Es lag nun nahe, diese auf den Ossifikationsvorgang angewandte 
Anschauung auf das gleiche oder zumindest sehr ahnliche Problem 
der Milchchemie auszudehnen. Wir stellten uns dementsprechend die 
Fragen: Bestehen engere Beziehungen zwischen dem undialysablen 
Kalkphosphat und dem Casein der Milch? LaBt sich die Annahme 
eines Doppelsalzes: Calciumcasein + Calciumphosphat experimentell 
verifizieren / 

Experimenteller Teil. 


Die Kalkcaseinverbindung ist eine Funktion der H-Ilonenkonzentration. 
Jedem Aecidititsgrad entspricht eine bestimmte Menge dieser komplexen 
Salz-EiweiBverbindung. Mit zunehmender Aciditiét sinkt die Menge des an 
das Casein gebundenen Kalkes; im isoelektrischen Punkt des Caseins ist 
sie = 0. So lautet das Postulat der neuen Lébschen Anschauungen. Tat- 
siichlich gelang es Asal-Falk, den Nachweis zu erbringen, da®B bei der spon- 
tanen Saéuerung der Milch der gesamte Kalk in geléstem Zustande in der 
Molke verbleibt, und das Koagulum (Casein) véllig kalkfrei ist. Abhnliche 
Beobachtungen finden wir schon bei fritheren Autoren (Sdldner) wie auch 
in letzter Zeit bei L. van Slyke und A. Bosworth. Allein wir vermissen in 
diesen Untersuchungen die Bestimmung der wahren Aciditaét. Den Beweis, 
daB im isoelektrischen Punkt des Caseins der Kalk in der gesiiuerten Milch- 
molke abgespalten in der Lésung bleibt, haben erst die erwaihnten Versuche 
Asal-Falks aus unserer Klinik geliefert. Gerinnt die Milech ohne Anderung 
der H-lonenkonzentration, so finden wir den gesamten unléslich gebliebenen 
Kalkanteil im Caseingerinnsel wieder. Der Kalkgehalt der Labmolke ist 
dementsprechend geringer als der der sauren Molke. 

Bestehen auf dem Umwege iiber den Kalk nithere Beziehungen zwischen 
dem undialysablen anorganischen Phosphor und dem Casein, so miiBte 
eine Saéuerung zu einer Abnahme nicht nur des undialysablen Kalkes, 
sondern auch zu der des undialysablen anorganischen Phosphors fiihren. 
Wir gingen in unseren Experimenten in der Weise vor, dab wir den an- 
organischen Phosphor zuerst in einer unbehandelten Milchprobe, dann in 
der Lab- bzw. ,,Sauremolke‘ (aus der gleichen Milch gewonnen), bestimmt 
haben. Die Labung erfolgte durch Zusatz von 0,2cem pro 100cem Milch, 
einer hochwertigen, nach der Vorschrift von Michaelis und Rothstein her- 
gestellten Labfermentlésung. Unter Siuremolke verstehen wir die bei der 
spontanen Saéuerung der Milch aus dem Gerinnsel ausgepreBte vollig 
caseinfreie Fliissigkeit. 

Die Bestimmung der anorganischen Phosphate erfolgte nach der 
kolorimetrischen Methode von Marriott und Hessler. In der unbehandelten 
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Verteilung des Ca und anorganischen P in der Milch. 3 
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Milch erhielten wir oft keine véllige Ausfallung der Phosphate, so da® wir 
gezwungen waren, die Fallung erst nach Entfernen der MilcheiweiBkérper 
(mit Trichloressigsiure) vorzunehmen. Die H-lonenkonzentration wurde 
nach der Indikatorenmethode von Michaelis bestimmt. 


1. Versuch. 


Kuhvollmilch. . . 38,6 mg-Proz. P 

Kuhmagermilch . 36,6 —,, sr 
Labmolke ... . 11,6 ,, in Proz. der Gesamtphosphate: 29,4 Pu 46. 
Saure Molke . .. 38,6 __,, Pu #9. 


2. Versuch. 
Kuhvollmileh , . . 35,3 mg-Proz. P 


Kuhmagermilech . 33,3 - .. 6.6 

Labmolke .... 140 — ,, in Proz, der Gesamtphosphate: 39,6 he 45. 

Saure Molke ... 33,3 ,, <i Nei 
3. Versuch. 

Kuhvollmilch . . . 36,3 mg-Proz. P 

Kuhmagermilch . — ee 6.5 

Labmolke .... 14,5 ,, in Proz. der Gesamtphosphate: 39,9 shy 45. 

Saure Molke ... 36,2 __,, Py 49 
4. Versuch. 

Kuhvollmileh . . . 38,1 mg-Proz. P 

Kuhmagermilech . — os —? 

Labmolke .... 15,9 ,, in Proz. der Gesamtphosphate: 42,6 { hy 44. 

Saure Molke . .. 33,8 _,, | PH **- 


Kindeutig bestatigen die mitgeteilten Versuche das von uns eingangs 
aufgestellte Postulat. Auch der indiffusible anorganische Phosphor wird 
bei der spontanen Sauerung der Milch — genau wie der indiffusible Kalk — 
diffusibel. Beim isoelektrischen Punkt des Caseins befindet sich der ge- 
samte anorganische Phosphor in der Molke, das Gerinnsel ist phosphatfrei. 
Bleibt bei der Gerinnung die H-Ionenkonzentration unveriindert, wie bei 
dem LabungsprozeB, so reiBt das Casein mit dem Kalk auch den undialysablen 
Phosphatanteil mit, In der Molke finden wir nur 30 bis 40 Proz. des an- 
organischen Milchphosphors wieder. 

Der indiffusible anorganische Phosphatanteil lat sich auch mit Hilfe 
von Ultrafiltration der Milch bestimmen. Schon Séldner hat die Milch durch 
Tonkerzen filtriert, das so erhaltene Filtrat wird als Milchserum bezeichnet. 
Nach dem gleichem Autor sind 36 bis 56 Proz. des Gesamtphosphors nicht 
einfach in der Fliissigkeit gelést. Nach L. van Slyke und Bosworth, die die 
Mileh durch Pasteur-Chamberlandsche Kerzen filtriert haben, aber nur 
einige wenige Versuche mitteilen, befinden sich 30 bis 45 Proz. des an- 
organischen Milchphosphors in indiffusibler Form. Unsere eigenen Unter- 
suchungen ergaben einen etwas héheren indiffusiblen Phosphatanteil 
in der Hohe von 60 bis sogar 70 Proz. Dies entspricht der gleichen GréBen- 
ordnung, wie wir sie im Verhiltnis des diffusiblen Kalkes zum indiffusiblen 
Kalk finden. Aus auBeren Griinden fiihrten wir Ultrafiltrationsversuche 
erst nachtraglich, nach AbschluB der oben mitgeteilten Versuche aus. Die 
Ultrafiltration erfolgte mit Hilfe des de Hédenschen Membranfilters'). 


1) Der Apparat wurde uns von der chemischen Fabrik de Haen, Seelze bei 
Hannover, giitigst zur Verfiigung gestellt. : 


1* 
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5. Versuch. 


Kuhvollmileh. . . 33,3 mg-Proz. P 
Ultrafiltrat . . ,. 43,8 ‘ in Prozenten der Gesamtphosphate 39,8. 


6. Versuch. 
Kuhvollmileh , . 35,8 mg-Proz. P 
Ultrafiltrat . ... 19,0. ,, in Prozenten der Gesamtphdsphate 53,1, 


7. Versuch. 
Kuhvollmileh . . . 29,5 mg-Proz. P 
Ultrafiltrat . . . 553 ‘i in Prozenten der Gesamtphosphate 45,3. 


8. Versuch. 
Kuhvollmilch . . . 30,9mg-Proz. P 
Ultrafiltrat . . . . 12,7.) ,, in Prozenten der Gesamtphosphate 41.6, 


Der indiffusible anorganische Phosphatanteil, wie wir ihn in diesen 
Ultrafiltratversuchen bestimmt haben, liegt in der gleichen GréBenordnung 
wie wir ihn in den Versuchen iiber Labung festgestellt haben. Hin erheblicher 
Teil des Milchkalkes und der Milchphosphate befindet sich also in einem 
indiffusiblen Zustande. Bei Erhéhung der Milchaciditat nimmt ihre Menge 
ab. Im isoelektrischen Punkt des Caseins wird der gesamte Kalk- und Phosphat- 
anteil in Fretheit gesetzt. 

Die gleichen Verhiltnisse, wie wir sie bei der Kuhmilch nachweisen 
konnten, miiBten auch bei der Frauenmilch zu gewartigen sein. Auch die 
Frauenmilch enthalt undialysables Ca. So sind nach den neuen Unter- 
suchungen von L. van Slyke und Bosworth von 35 mg-Proz. Gesamtkalk nur 
21,4 mg-Proz. dialysabel. Die Frage nach der Verteilung des Phosphors 
ist beziiglich der Frauenmilch noch weniger geklart, als wir sie am Beispiel 
der Kuhmilch gesehen haben. Wahrend nach friiheren Autoren, so in erster 
Linie nach Siegfried, die Frauenmilch fast nur organisch gebundenen Phosphor 
enthalten soll, sind nach Sikes im Mittel rund nur 42 Proz, organisch gebunden. 
Die Variationsbreite ist nach dem gleichen Autor recht erheblich: von 
14,7 bis 77 Proz. Neuerdings bestreiten L. van Slyke und Bosworth iiber- 
haupt das Vorhandensein von indiffusiblem anorganischen Phosphor. 
Der organische Phosphor soll entsprechend dem geringen Caseingehalt 
der Frauenmilch nur 5 bis 6 Proz. des Gesamtphosphors betragen. Es sind 
also scharfe Gegensiatze in den in der Literatur niedergelegten Befunden. 


In unseren Versuchen gingen wir in der gleichen Weise vor, wie mit der 
Kuhmilch. 


9. Versuch. 
Frauenvollmilch . 5,1 mg-Proz. P 


Ulivafiitwat .. .. .-3,7 ‘3 P in Proz. des Gesamtphosphors 72,5 
Labmolke ue eae SS 3,7 ” Pr ” ” ” ” 72,5 
Saure Molke ... 5,4. ,, P Py 4,7. 


10. Versuch. 


Frauenvollmilech , 5,4 mg-Proz. P 


Ultrafiltrat. ... 3,4 ,, P in Proz. des Gesamtphosphors 63 
Labmolke  .. 2:80 .,, gg 4y ‘is a 55,5 
Saure Molke .. » 5,4 ,, P Py 4,4. 
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Verteilung des Ca und anorganischen P in der Milch. 5 


11. Versuch. 


Frauenvollmilch . 5,1 mg-Proz. P 

Ultrafiltrat.... 2,6 o P in Proz. des Gesamtphosphors 50,9 

Labmolke .... 3,3 <i ee se 64.5 

Saure Molke ... 5,0 _,, P Py 4,5. 
12. Versuch. 

Frauenvollmileh . 5,1 mg-Proz. P 

Ultrafiltrat . So ae & P in Proz. des Gesamtphosphors 58,8 

tepmoike .... 38 | ree: a ae ie 64,7 

Saure Molke ... 5,4 ,, P Py 4,7. 
13. Versuch. 

Frauenvollmileh . 5,1 mg-Proz, P 

Ultrafiltrat . aa Saya P in Proz, des Gesamtphosphors 60,7 

Labmolke ... 2,0 th ree me a 55.9 

Saure Molke ... 5,4 Be P Pu 4,3. 


Wiederum ganz eindeutig bestitigen die Versuche an Frauenmilch 
das von uns eingangs aufgestellte Postulat von den Beziehungen der Milch- 
aciditat zum diffusiblen Phosphatanteil. Im Gegensatz zu L. van Slyke 
und Bosworth haben wir konstant einen indiffusiblen Phosphatanteil in 
der GroBenordnung von etwa 40 mg-Proz. der Gesamtphosphate nachweisen 
kénnen. Sowohl das Ultrafiltrat, wie auch die Labmolke ergaben gleich- 
lautende Resultate. In der sauren Molke dagegen fanden wir den in der 
unbehandelten Vollmilch bestimmten Gesamtphosphatgehalt in der gleichen 
Hoéhe wieder. Auch in der Frauenmilch wird der indiffusible Phosphatanteil 
im isoelektrischen Punkt des Caseins in Freiheit gesetzt. 

Der von uns konstant gefundene Phosphatgehalt der Frauenmilch von 
5,1 bis 5,4 mg-Proz. steht im besten Einklang mit den in der letzten Zeit 
von Meysenbug mitgeteilten Versuchen. Sikes sowie Holt, Courtney und 
Fales fanden einen etwas héheren Mittelwert von 7,0 mg-Proz., wahrend 
Denis im Mittel 4 mg-Proz. anorganischen Phosphor angibt. Es _ dart 
vielleicht auch in diesem Zusammenhang auf die beachtenswerte Tatsache 
hingewiesen werden, daB der anorganische Serumphosphorgehalt beim 
Saugling ebenfalls etwa 5,0 mg-Proz. betragt. 

Die GréBenordnung des indiffusiblen anorganischen Phosphors in 
der Frauenmilch deckt sich mit der des indiffusiblen Kalkes (etwa 40 Proz. 
der Gesamtphosphate bzw. des Gesamtkalkes). 

Die Tatsache, daB die Erhéhung der Aciditaét zu einer Abspaltung 
von friiher indiffusiblem Ca und anorganischem Phosphor fiihrt, konnte 
letzten Endes auch durch einen einfachen Lésungsvorgang thre Erklirung 
finden. Die durch das Casein suspendiert gehaltenen Ca-Phosphatpartikelchen 
werden durch Zunahme der wahren Milchaciditat in Lésung gebracht 
Auch diese Erklarungsweise, der sich in der letzten Zeit eine Reihe 
Autoren, so auch van Slyke und Bosworth angeschlossen haben, kann uns 
den Befund nur schwer plausibel machen, wieso es dazu kommt, daB die 
Abspaltung des indiffusiblen Ca und anorganischen Phosphors gerade im 
isoelektrischen Punkt des Caseins ihren Abschlu8 findet. 

K6nnte ein Freiwerden von undialysablem Ca oder P bei unverindertem 
Py nachgewiesen werden, so wiirde man ein wichtiges Argument gegen die 
Ansicht der letzterwahnten Autoren gewinnen. Wir hofften, diesen Beweis 
durch tryptische Verdauung des Milchcaseins bei konstantem p,, liefern zu 
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konnen. In friiheren Untersuchungen gelang es uns gemeinsam mit Freuden- 
berg, eine starke Abspaltung des an das Knorpeleiweif gebundenen Kalkes 
festzustellen. 

Wir gingen in unseren diesbeziiglichen Versuchen in der Weise vor, dab 
wir Magermilch im gekochten oder rohen Zustande gegen Wasser dialysiert 
haben. Als Dialysierhiilsen verwendeten wir die Pergamenthiilsen von 
Schleicher und Schiill*). 

Die Ca-Bestimmung erfolgte nach Fallung als Oxalat jodometrisch. 
Der anorganische Phosphor wurde, wie in den friiheren Versuchen, kolori- 
metrisch nach Mariott und Hessler festgestellt. 


14. Versuch. 


a) 20cem Magermilch (aufgekocht) + 5cem Pankreonlésung (1:50), 
b) 20 cem Magermilch (aufgekocht) +- 5cem aufgekochte Pankreonlésung, 
c) 20cem Magermilech (aufgekocht) -+ 5 cem Wasser dialysieren gegen 
20 cem Wasser. 

Dauer der Dialyse im Brutschrank 36 Stunden. 


Tabelle I. 





Nach der Dialyse 


Bezeichnung in der AuSenfliissigkeit in der Innenfliissigkeit (Milch) 
: mg-Proz. mg-Proz. 
Ca | Sa eh. Ca P 
a) 38,6 | 26,0 6,5 45,0 | 28,0 
b) 7,6 7,5 6,6 688 42.0 
Cc) 32,2 22,0 | 66 i 58,0 32,0 


15. Versuch. 


Versuchsanordnung wie beim 14. Versuch. 
Dauer der Dialyse 48 Stunden bei Zimmertemperatur. 


Tabelle I. 





Nach der Dialyse 


Bezeichnung in der Aufenfliissigkeit in der Innenfliissigkeit (Milch) 


| 
mg-Proz. i mgsProz. 
Ca | be Pp yee | saat Pu | Ca P 
|| i Page eae GET aoe Bek MR Tee no ee teeva pce J 
a) I 22,6 21,0 6,6 73,4 27,0 
b) i 7,2 9,2 6,6 i 94,4 *) | 33,0?) 
c) l 16,2 16,0 6,6 i 91,2 34,0 


16. Versuch. 
Versuchsanordnung wie beim 14. Versuch (Rohmilch). 
Dauer der Dialyse 36 Stunden bei Zimmertemperatur. 


') Die bakterielle Zersetzung wurde durch Toluolzusatz verhiitet. 
*) Niederschlag. 
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Tabelle I1I. 





Nach der Dialyse 


Bezeichnung in der Aufenfliissigkeit in der Innenfliissigkeit (Milch) 
™ mg-Proz. mgsProz. 
Ca P Pu | Ca P 
a) 34,4 21,0 6,7 62,0 30 
b) 7,0 6,4 6,5 70,8 (?) 42 
c) 12,4 13,5 6,6 79,4 36 


17. Versuch. 
Versuchsanordnung wie friiher (aufgekochte Milch). 
Dauer der Dialyse 48 Stunden bei Zimmertemperatur. 


Tabelle IV. 





Nach der Dialyse 


Bezeichnung in der Aufenfliissigkeit || in der Innenfliissigkeit (Milch) 
mg-Proz. mg-Proz. 
Ca P Pu Ca P 
a) 19,0 17,0 6,6 44.5 23.0 
b) 6,4 8,0 6,5 86,2 30.5 
c) 11,4 11,0 6,7 81,0 31,0 


18. Versuch. 
Versuchsanordnung wie friiher (aufgekochte Milch). 
Dauer der Dialyse 72 Stunden bei Zimmertemperatur. 


Tabelle V. 





Nach der Dialyse 





in der Aufenflissigkeit | in der Innenflissigkeit (Milch) 


Bezeichnung | 
mg?Proz. | mg-Proz. 
Ca P Pu Ca P 
a) 30,2 23,0 6,7 58,0 21,0 
b) 4,0 8.5 6,3 87,0 33,0 
c) 15,4 16,0 6,6 75,0 30,0 


Ergebnisse: Tryptische Verdauung der Milch fiihrt bei unverdnderter 
H-lonenkonzentration zu einer Erhéhung des diffusiblen Kalk- und Phosphat- 
anteils. 

Diese wichtige Tatsache steht mit der Auffassung der Autoren, die 
das indiffusible Kalkphosphat der Milch mit Hilfe des Caseins in Suspension 
gehalten denken, in deutlichem Gegensatz. Nach Ansicht dieser Autoren 
diirfte ein Abbau des Caseins bei unverindeter H-lonenkonzentration, 
d. h. bei neutraler bzw. leicht saurer Reaktion der Milch zu einer Ausfallung 
des friiher in Suspension gehaltenen Kalkphosphats fiihren. Unsere mit- 
geteilten Versuche iiber tryptische Verdauung der Milch stehen tibrigens im 
besten Einklang mit ahnlich angestellten Versuchen am Knorpeleiweib, 
tiber die wir friiher schon gemeinsam mit Freudenberg berichtet haben. 
Bei der tryptischen Verdauung von mit Ca beladenen Knorpelstiicken 
spaltet sich Ca ab und lieB sich durch Dialyse als diffusibe! nachweisen. 
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Auch am Beispiel der Milech nehmen wir den gleichen Vorgang an. Primar 
wird Ca diffusibel, das auch Phosphate mit sich reiBt, die nur mittelbar mit 
Hilfe des Ca an das Caseinmolekiil gebunden sind. Konnte diese Tatsache, 
daB unter Siurezusatz Ca-Phosphat diffusibel wird, mit der besseren Léslich- 
keit der Kalkphosphate bei saurer Reaktion in Beziehung gebracht und so 
im Sinne der friiher herrschenden Anschauung verwertet werden, so sprechen 
unseres Erachtens die Versuchsergebnisse, wie wir sie nach tryptischer 
Verdauung der Mileh gewonnen haben, fiir das Vorhandensein einer kom- 
plexen Kalkphosphat-Casein-Doppelverbindung. 

Untersuchungen tiber die tryptische Verdauung des Caseins verdanken 
wir Biffi, einem Schiiler Salkowskis (1898), sowie spiiter Plimmer und 
Bayliss (1905). Bei der tryptischen Verdauung geht der Caseinphosphor 
nach den erwihnten Autoren v6éllig in Lésung. 

27 bis 35 Proz. des gelésten Phosphors ist anorganischer Natur (wird durch 
Magnesiamixtur gefallt) und der Rest befindet sich in organischer Bindung. 
Die Untersuchungen wurden am nach dem Verfahren von Hammarsten 
hergestellten Casein ausgefiihrt. Die Versuche mit der tryptischen Ver- 
dauung der Gesamtmilch ergaben bei uns keine absolute Zunahme der 
anorganischen Phosphate, sofern wir den dialysablen und undialysablen 
Anteil addieren. Es erhebt sich nun die Frage, wie Biffi, sowie Plimmer 
und Bayliss am Casein zu anderen Resultaten gelangt sind. Hier diirfte 
vielleicht an die neueren Untersuchungen von Bosworth und van Slyke 
erinnert werden. Dem nach dem Verfahren von Hammarsten hergestellten 
Casein haftet nach den erwahnten Autoren stets eine wechselnde Menge 
von anorganischen Phosphaten an. Das im isoelektrischem Punkt aus- 
gefiallte, 6fters gereinigte Casein soll nach Bosworth und van Slyke 0,71 Proz. 
P und nicht 0,85, wie angegeben, enthalten. Eine von uns untersuchte Probe 
Caseinum puriss. (,,4Zammarsten‘‘-Merck) enthielt sogar 0,91 Proz. Gesamt- 
phosphor (verascht nach Neumann). Der Unterschied in der Menge des 
richtig organisch gebundenen Phosphors zum durch das Haften von an- 
organischen Phosphaten erhédhten Gesamtphosphor betragt 0,20 Proz. 
(mithin etwa 27 Proz. des Gesamtphosphors). In der gleichen GréBen- 
ordnung bewegen sich die Zahlen von Biffi, Plimmer und Bayliss, die sie 
fiir die Menge der anorganischen Phosphate nach der tryptischen Verdauung 
des Caseins angeben. Trypsin bringt die anorganischen Phosphate in Losung, 
der organisch gebundene Phosphor, der mithin wirkliche Caseinphosphor, 
bleibt in organischer Bindung. 

Es soll noch weiterhin auf einen Nebenbefund hingewiesen werden. 
Ziehen wir einen Vergleich zwischen den Proben mit gewé6hnlichem Wasser- 
zusatz und denen mit Zusatz von aufgekochter Pankreonlésung, so ergibt 
sich ein groBer Unterschied im dialysierbaren Ca- und Phosphatanteil in 
den beiden Proben, und zwar fiihrt Zusatz von aufgekochter Pankreaslésung 
zu einer deutlichen Hrhéhung des indiffusiblen Ca- und Phosphatanteils. 
Im Sinne unserer Anschauung diirften wir von einer erhéhten Kalk- (und 
Phosphat-)bindung an das Casein sprechen. Worauf diese erhéhte Bindung 
beruht, vermégen wir nicht anzugeben. Wir dachten zuerst an die den 
Pankreontabletten beigemischte Gerbsaiure. Entsprechende Versuche mit 
Zusatz von ¥% bis 1 Proz. Tanninlésung zur Milch ergaben aber ein vollig 
negatives Resultat. 

Zum SchluB sollen noch einige Versuche mit der gleichen Versuchs- 
anordnung wie oben, jedoch nicht an Milch, sondern an gereinigter Casein- 
losung mitgeteilt werden. 
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Verteilung des Ca und anorganischen P in der Mileh. +f) 


19. Versuch. 

1 Proz. Caseinlésung in n/100 NaOH 30 cem, dialysieren gegen 30 cem 
Ca-Lésung (5 cem 1LOproz. CaCl,-Lésung auf 500 cem). Zu der Caseinlosung 
wurden vorher 2 cem n/l Phosphorgemisch (p,, = 6,7) zugefiigt. Dadureh 
reichert sich das Casein an Ca und Phosphat an. Behandlungsdauer 
48 Stunden. Nachher wird die CaCl,-Lésung durch reines Wasser ersetzt. 

a) Zur Caseinl6sung zwei Tabletten Pankreon. 

b) Zur Caseinlésung 0 Tabletten Pankreon. 

Dialyse bei Zimmertemperatur weitere 36 Stunden. 

Analyse der caseinfreien AuBenfliissigkeit ergibt: 


1. Ca 3,4 mg-Proz., p 18,0 mg-Proz. py 64. 
2. Ca 2,4 mg-Proz., P 13,5 mg-Proz. py 6,5. 


20. Versuch. 
Versuchsanordnung wie beim 19. Versuch. Dialvse mit 
Lon) . 


Pankreon 
(Verdauung) findet im Brutschrank statt. Dauer 20 Stunden. 


l. Ca 2,8 mg-Proz., P 11,5 mg-Proz. py 6,3. 
2. Ca 1,0 mg-Proz.. P=. 3,4 mg-Proz. py 6,6. 


21. Versuch. 
Versuchsanordnung wie beim 19. Versuch.  Dialyse mit Pankreon 
(Verdauung) findet im Brutschrank statt. Dauer 24 Stunden.  Statt 


Pankreonpdstillen wurden dem Casein eine 1:50 Pankreonlésung zugefiigt. ; 
l. Ca 10,2 mg-Proz.,  P 11,6 mg-Proz. py 6,3. 
2. Ca = 2,4mg-Proz., P= 5,6 mg-Proz. p, 6,1. 


22. Versuch. 
Na-Caseinatl6sung ohne Vorbehandlung, sonst wie beim Versuch 21 
1. P in Spuren nicht tiber 0,4 mg-Proz. 
2. 0. 

Auch die Pankreonlésung enthielt nur (nicht genau bestimmbare) 
Spuren von Phosphaten. 

Wir sehen also aus den letzten mitgeteilten Versuchen, da aus einer 
mit Ca-Phosphaten angereicherten Caseinlésung bei der tryptischen Ver- 
dauung des Caseins Ca ebenso wie Phosphate diffusibel werden. Dies immer 
bei unveriinderter H-lonenkonzentration. 


Zusammenfassung. 

1. Der indiffusible Phosphatanteil wird in der Frauenmilch und 
Kuhmilch genau zahlenmaibig bestimmt. Der Nachweis erfolgte durch 
Ultrafiltration, sowie durch Analyse der sogenannten Labmolke. In 
der Kuhmilch betraigt der undialysable anorganische Phosphor etwa 
50 bis 60 Proz., in der Frauenmilch etwa 30 bis 40 Proz. der Gesamt- 
phosphate. Die neueren entgegengesetzten Angaben von Bosworth und 
van Slyke werden somit, beziiglich der Frauenmilch, hinfallig. 

2. Sauerung der Milch fiihrt zu einer Erhéhung der diffusiblen 
Ca- und Phosphatanteile, sowohl in der Kuh- wie in der Frauenmilch. 
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Im isoelektrischen Punkte des Caseins ist die Gesamtmenge des Ca 
und der Phosphate in der Molke frei gelést. 

3. Tryptische Verdauung der Milch fiihrt ebenfalls zu einer Er- 
héhung der diffusiblen Ca- und Phosphatanteile. Auf konstante H-lonen- 
konzentration wurde geachtet. Entsprechende Ergebnisse zeitigten 
Versuche mit durch Ca und PO, vorbehandelter Caseinlésung. 

4. Ks wird der Anschauung Ausdruck gegeben, daB zwischen 
dem Casein- und dem indiffusiblen Calcitumphosphatgehalt der Milch 
niihere chemische Affinitaten bestehen, wie sie ahnlich von Freudenberg 
und Gyérgy an zahlreichen anderen Eiweibarten (Geweben) auf Grund 
entsprechender experimenteller Versuche wahrscheinlich gemacht 


werden konnte. 
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Untersuchungen iiber die Schutzkolloidwirkung 
des menschlichen Blutserums. 


Von 


L. Farmer Loeb. 
(Aus dem Universitatsinstitut fiir Krebsforschung, Berlin.) 


(Eingegangen am 2. August 1923.) 


Viele hydrophile Kolloide besitzen die Eigenschaft, hydrophobe 
vor der Koagulation durch Elektrolyte zu schiitzen. Zustandsinderungen 
der Schutzkolloide bedingen Anderung ihrer Schutzwirkung. Das 
Studium der Schutzkolloidwirkung des Serums erschien daher geeignet, 
um Anderungen in seinem physikalisch-chemischen Verhalten erkennen 
zu lassen. — Die schiitzende Wirkung der einzelnen Serumeiweib- 
fraktionen bzw. des Gesamtserums ist wiederholt am Goldsol unter- 
sucht worden (1, 2, 3, 4). Hierbei wurde aber die Untersuchung des 
nativen Serums sehr erschwert, da das Serum in niedrigen Konzen- 
trationen ausflockend anstatt schiitzend auf das Goldsol wirkt. Reit- 
stétter (1. c.) konnte durch Anwendung elektroendosmotisch gereinigten 
Serums die ausflockende Wirkung beseitigen. Freundlich und Loening (5) 
erblicken in einem Protamin, welches dem Clupeinsulfat nahesteht, 
die flockende Substanz. 

Um die elektroendosmotische Reinigung des Serums zu umgehen, 
habe ich als hydrophobes Sol Kongorubin verwandt, dessen physi- 
kalisch-chemisches Verhalten durch die eingehenden Arbeiten Wo. Ost- 
walds (6) und H. Liiers (7, 8, 9) studiert worden ist. Seine Verwendung 
hat gegeniiber dem Goldsol viele Vorteile: Man kann leicht ein gut 
reproduzierbares Sol herstellen, das Schutzkolloid (in diesem Falle 
Serum) braucht nicht so weitgehend wie beim Goldsol verdiinnt zu 
werden und vor allem wird es nicht durch Serum geflockt. H. Liiers (9) 
hat die Anwendung des Kongorubins zur Untersuchung des Liquor 
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cerebrospinalis empfohlen, M. R. Bonsmann (10) hat es auch zur 
Priifung der Schutzwirkung des Serums verwandt?). 


Versuchsmethodik. 


Zu meinen Untersuchungen benutzte ich Kongorubin von Agfa. Es 
wurde nach den Vorschriften Liiers (I. ¢.) in 0,1] proz. Lésung hergestellt: 
0,05 g Kongorubin werden in einer Reibschale mit 0,5 cem reinem saure- 
freien 96 proz. Alkohol etwa | Minute lang gut verrieben, und unter weiterem 
Reiben werden 49,5 cem CQO,-freies destilliertes Wasser zugegeben. Vor 
dem Gebrauch kochte ich das CO,-freie Wasser nochmals auf und benutzte 
das Wasser noch angewirmt. Das so hergestellte Sol, welches hochrot ist, 
wurde vor dem Gebrauch | Stunde lang im Dunkeln stehengelassen und nicht 
linger als 10 Stunden aufbewahrt. Das Serum wurde mit | proz. KCl-Lésung 
und einer m/15 Phosphatpufferlosung nach Sdérensen (p,, = 7,36) zu gleichen 
Teilen zehnfach verdiinnt. Zu je 0,5 cem Kongorubinsol wurde das Serum 
in steigenden Mengen, in geometrischer Progression, zugegeben. Die Serum- 
menge betrug 0,25 bis 0,59cem; die Reihe hatte den Quotienten 1,1. 
30 Minuten nach Zugabe des Serums wurde das Gemisch mit m/15 Phosphat- 
pufferlésung (0,5cem, py = 7,36) und CO,-freiem destillierten H,O auf 
2,5 cem aufgefiillt. Das Kongorubinsol kam somit in eine Endkonzentration 
von 0,01 Proz. zur Verwendung. Der Inhalt der Réhrchen wurde gut durch- 
mischt. Die Ablesung erfolgte nach weiteren 15 Minuten, und zwar wurde 
dasjenige Réhrchen herausgegriffen, bei dem gerade noch ein deutlicher 
Umschlag nach Blauviolett wahrnehmbar war, d. h. diejenige Serummenge 
wurde bestimmt, die gerade noch nicht zum Schutz des Kongorubinsols aus- 
reichte. Dieses Versuchsschema ist nach Ostwald modifiziert. Die Reihe 
wurde nach Bedarf nach oben und unten verliangert. 

Zu der angegebenen Versuchsanordnung haben mich folgende Vor- 
versuche gefiihrt. — Wie eingangs erwahnt wurde, bereitete den Unter- 
suchern, die die Schutzwirkung des Serums am Goldsol priiften, die aus- 
flockendeWirkung des Serums in niedrigen Konzentrationen groBe Schwierig- 
keiten. Diese Flockung kénnte durch EiweiBabbauprodukte, die auf das 
Goldsol flockend wirken, oder auch infolge einer Sensibilisierung im Sinne 
von Freundlich und Brossa (11) bewirkt werden. H. Liters fand, daB das 
Kongorubinsol weder durch Albumosen geflockt noch durch Proteine in 
starker Verdiinnung sensibilisiert wird. Um diese Verhiltnisse beim Serum 
zu priifen, untersuchte ich den Einflu8 von Serum in der Verdiinnung 
von 1:10000 bis 1:85 auf Kongorubinsol. Eine Verfarbung des hochroten 
Sols war nicht wahrnehmbar. Auch eine Sensibilisierung, die sich darin 
iiuBert, daB das hydrophobe Sol nach Zugabe ganz geringer Mengen des 
Schutzkolloids durch eine geringere Salzmenge geflockt wird als das reine 
Sol (ohne Schutzkolloid) konnte nicht festgestellt werden. Aus den Unter- 
suchungen von Liiers (l. c.) sowie L. Michaelis und Timénez-Diaz (12) 
geht hervor, daB das Kongorubin sehr empfindlich gegen Anderungen der 
H-Ionenkonzentration ist; besonders geniigen bei Gegenwart von Neutral- 
salz sehr kleine H-lonenmengen, um den Farbumschlag von Rot nach Blau 


1) Anm. bei der Korrektur: Nach Einreichung vorliegender Arbeit 
erschien von J. Hollé und H. Laz, diese Zeitschr. 189, 482, 1923. ,,Unter- 
suchungen tiber die Schutzwirkung des Blutserums gegeniiber Kongorubin“. 
Unsere Befunde stimmen in vielen gut tiberein. 
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zu bewirken. Um unter genau vergleichbaren Verhiltnissen arbeiten zu 
kénnen, hielt ich es fiir nétig, den Inhalt der Réhrchen zu puffern, da das 
Serum in den angewandten Konzentrationen (1: 200 bis 1:85) nicht aus- 
reichend als Puffer wirkt. In einer Versuchsreihe stellte ich fest, daB der 
Salzgehalt einer m/3, m/15, m/30 Phosphatpufferlésung (bei annahernd 
gleichem p,,) den Umschlagspunkt einer geschiitzten Kongorubinlésung 
nicht beeinfluBt. Das p,, wurde stets elektrometrisch gemessen; die Serum- 
verdiinnungen wurden in U-Elektroden untersucht. 








Tabelle I. Tabelle II. 

py elektrometrisch gemessen. py elektrometrisch gemessen. 
23:6 8 eons 28:3 6 Bons 
Nr. S52 a2 PaaS Nr. ses go ARE 
= a2 2 | ge* at F- 2 §e° 

2s 3 | 8 re J “$2 

| ah 7,36 0,037 I a 5.81 0,030 
Las 7,40 0,037 6,96 0,033 

ape 7,43 0,037 7.66 0,033 

2 tls 7,36 0,040 2 fA 5,96 0,037 
+ 7,40 0,040 7,00 0,040 
+ / a6 7,43 0,040 7,79 0,040 
3 wi 7,36 0,054 3 Pr 5,96 0,030 
thas 7,40 0,054 7,00 0,033 
ag 1° 78 0,054 7,79 0.033 
4 fi 7,36 0,040 4 A his 5,96 0,030 
Jit 7,40 0,040 7.00 0,033 
"he \ he 0.040 7,80 0,033 


Weiterhin wurde der Umschlag bei gleicher Molaritiit unter Anderung 
der H-lonenkonzentration untersucht. 

Dann verglich ich den Umschlag zwischen einer gepufferten und un- 
gepufferten Reihe. Zur Messung gelangte dasjenige R6hrchen, bei dem 
gerade noch ein Umschlag nach Blauviolett wahrnehmbar war. Zur Be- 
stimmung des p,, wurde der Inhalt des Réhrchens nochmals, ohne Kongo- 
rubin, zusammengesetzt. 


Tabelle ITI. 


Py elektrometrisch gemessen. 





com Serum, die gerade nicht zum Schutz ausreichen Pu 

Nr. der m/15 Phosphat 

A. ohne Puffer Pu B. mit Puffer Pu pufferlosung 

l 0,040 6,59 0,040 7,14 7,36 
2 0,033 6,42. 0,033 7,16 7,36 
3 0,040 6,76 0,040 7,13 7,31 
t 0,033 6,73 0,033 6,99 “= 
5 0,040 6,18 0,044 7,08 36 


~I-] 


we 


6 0,037 6,46 0,037 7,16 











14 L. Farmer Loeb: 


Da das Kongorubin-Serumgemisch mit H,O auf 2,5 cem aufgefiillt 
wird, so wire es méglich, daB die SerumeiweiBkérper in der verdiinnten 
Salzlésung gewisse Veriainderungen erleiden. Folgende Reihen  sollten 
hieriber Auskunft geben. Ein Unterschied wurde in beiden Reihen nicht 


beobachtet. 


Tabelle IV. 


Serum 350 Minuten stehengelassen; dann H,O + KCl- 


A. Kongorubin - 
15 Minuten 


Losung in dasselbe Réhrchen zugegeben. Nach weiteren 
abgelesen. 

B. Kongorubin + Serum in einem Roéhrchen, H,O + KCl-Lésung in einem 
zweiten Réhrechen; nach 30 Minuten Inhalt beider Réhrchen  ver- 
mischt und dann nach 15 Minuten abgelesen. 








com Serum, die gerade nicht | com Serum, die gerade nicht 
Nr zum Schutz ausreichen Nr | zum Schutz ausreichen 
in A in B | inA in B 
l 0,037 0,037 5 0,033 0,033 
2 0,033 0,033 6 0,033 0,033 
3 0,037 0,037 7 0,040 0,040 
4 0,037 0,037 8 0,044 0,044 


Um festzustellen, ob das ,,Altern‘‘ des Serums sich in einer Anderung 
seiner Schutzwirkung bemerkbar macht, wurde in einer Anzahl von Fallen 
das Serum 4, 24, 48 und 72 Stunden nach der Entnahme untersucht. 
Ein deutlich wahrnehmbarer Einfluf{ des Alterns ging aus diesen Ver- 
suchen nicht hervor. Vielleicht ware die Beobachtung der raschen Koagu- 
lation geeigneter, um einen EinfluB des Alterns erkennen zu_ lassen. 


Versuchsergebnisse. 

Untersucht wurden tiber 200 verschiedene Sera. Hierbei zeigte 
sich, dab pathologisch verdnderte Sera héufig wesentlich geringere Schutz- 
wirkung haben als Normalserum. 0,033 bis 0,037 cem Normalserum 
schiitzen mit groBer Konstanz 0,5ccm Kongorubinsol vor der Aus- 
flockung durch 2,5 ecm n/2 KCl-Lésung. Die Untersuchung des Gesamt- 
eiweiBgehaltes und des Albumin- und Globulingehaltes der Sera ergab, 
da die Schutzwirkung in weiten Grenzen nicht vom Gesamteiweib- 
gehalt, sondern vom Gehalt des Serums an Albumin abhiingt. Sera 
mit normalem Albumingehalt schiitzen besser als pathologisch ver- 
iinderte, bei denen das Albumin oft weitgehend vermindert ist. Am 
besten gehen diese Verhiiltnisse aus nachstehender Tabelle V_ hervor. 
Besonders deutlich sind Fille Nr. 12, 18, 19, 20, 24, 28, 29, 34, 35. 
40. Einige Fille (Nr. 6, 8, 11, 14, 39) lassen sich allerdings nicht mit 
den meisten anderen in Einklang bringen. Ich glaube aber dennoch, 


daB die groBe Mehrzahl der Befunde, besonders die bei Normalserum 
erhobenen, fiir die Richtigkeit der oben geiuBerten Auffassung spricht. 
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Nr. 


oor ONS 


oes) 


37 
38 
39 
40 
41 


42 
43 
44 


1) WaeR. “5 
5) WaR. negativ, rw 
8) Wa.R. +44 , Se + 


Diagn« se 


Normalfall 


Ca. portio. 


Ca. mammae . 
Ca. hepatis . 


Ca.mammae .... 
|| Sarkom der Bauchdecken . 
Sarkom (Oberkiefer) 
Mediastinaltumor . 


Ca. portio, 


Ca. prostatae . 
Ca. portio. 
Ca. ventriculi 


Sarkoma testis . . 


Lues II lat. . 


esas 2 | 
ve 
<1 ae 
<<" 2 
II 
II 
IT ey 
Grav. mens. IT 
Ill 
- , iI-Til 
‘ z [Tl 
Be g X 
‘ ‘ X 
js , VI-VII 
: are, 2 


Uleus moll. 


Grippe (Bronchitis) 


Lymphdriisen-Tbe. 


Mediastinaltumor? 


Tuberkulose Driisen?. . . 


Basedow . 
Vagotonie 


Totalextirpation b. Ca. uteri 


zum 


ccm Serum, die ge- 
rade nicht 
Schutz ausreichen 


0,030 
0,033 
0,030 


0,059 
0,040 
0,040 
0,071 
0,037 
0,040 
0,037 
0,033 
0,049 
0,040 
0,033 
0,037 
0,040 
0,044 
0,059 
0,037 


0,030 
0,033 
0,049 
0,033 
0,037 
0,033 
0,040 
0,037 


0,037 
0,033 
0,037 
0,037 
0,040 
0,044 
0,037 
0,040 


0,037 
0,040 
0,044 


0,037 
0,037 
0,040 
0,033 


s an R. meget, S. <G.+++4+4 
{2 Waok. ; 


+. 


, eG. ++4+4 


3) WasR. 


mg in 0,10ccm Serum 
. a Z. 
a1. 2 |g 

g 2 SC 
5 a 5 
1,291 0,916 0,375 
1,369 0,932 0,437 
1,195 | 0.874 0.321 
1,347 | 0,890 0.457 
1,222 | 0.818 0.4¢4 
1,212 | 0,766 0,446 
0,979 | 0,560 0,419 
1316 | 0,848 0,468 
1,262 | 0,680 0,582 
0,895 | 0,400 0,495 
| 1,387 | 0,636 0,751 
1,340 | 0,666 0,674 
1.414 | 0,878 0.536 
1,164 | 0,578 0,586 
1,208 | 0,554 0.654 
1,170 | 0,700 0.470 
1,465 | 0,818 0,647 
1,123 | 0,722 0,401 
1,040 | 0,699 0.341 
1,388 | 0,630 0,758 
1,033 | 0,515 0,518 
1.212 | 0,697 0.515 
1,352 | 0.873 0,479 
1,376 | 0,862 0,514 
1,400 | 0,400 1,000 
1,378 | 0,809 | 0,569 
1,274 | 0,755 0,519 
1,369 | 0,794 0,575 
1,330 | 0,694 0,636 
1,371 0,780 0,591 
1,165 0,743 0,422 
1,305 0,808 0,497 
1,327 | 0,762 0,565 
1,260 0,766 0,494 
1.074 0.549 0.525 
1.083 €,595 0.488 
1.240 0,699 0.541 
1.176 0,685 0.491 
1.324 0,706 0618 
1.464 0812 0,452 
1,392 0,613 0,779 
1,260 0,770 0,490 
1,260 0,812 0,448 
1,189 0,697 0,492 
1,173 0.834 0,339 


g in 


Gesamteiwcifs 


~] 
“Ie bo WwW 
Come a 


S & GO GO 


Pe SP Ses 
© G2 00 Go 


100 ccm Serum 
£ £ 
5 2 
& = 
< ) 
6,72 | 2.35 
5,82 | 2,74 
5,46 201 
5,57 | 2,85 
§,11 | 2,53 
4,79 | 2,79 
3,50 2.62 
5,3C | 2.93 
4,25 3,64 
2,50 | 3,09 
3,98 4,69 
4,16 4,22 
5,49 | 3,55 
3,62 3,66 
3,47 | 4,08 
4,38 2,94 
S11 4,05 
4,51 2,5) 
4,27 | 2,23 
3,94 , 4,74 
3,22 | 3,24 
4,37 | 3,21 
5,45 3,001) 
5.39 | 2.212) 
2,51 | 6,243) 
5,06 3,554) 
4,72 3,245) 
4,96 3,606) 
4,34 3,977) 
4,87 | 3,708) 
4.64 2,65 
5,05 3,11 
4.76 3,54 
4,79 3,09 
3,43 3,28 
3,72 | 3,05 
4.37 | 3,48 
4.28 3,07 
441 3,87 
5,06 4,09 
3,83 | 4,87 
4,81 | 3,07 
5,08 2,80 
4,36 3,07 
§,22 | 211 
. 4) WaseR. + 44+. 


7) Wa, +++4++, SG, 4 
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Beim Goldsol liegen die Verhaltnisse umgekehrt: Die Schutzwirkung 
des Albumins auf Goldsol ist geringer als die des Globulins ( Rettstétter, 
Heubner und Jakobs, |. c.). Einen aihnlichen Unterschied in der Schutz- 
wirkung hat auch Wo. Ostwald (l.c.) fiir Gelatine beobachtet. Die 
Goldzahl der Gelatine ist sehr klein, ihre Rubinzahl bedeutend gréBer. 

Das Eiwei®B wurde ais Gesamtstickstoff in 1 cem 1: 10 verdiinnten 
Serums nach Kjeldahl bestimmt. Die Destillation geschah nach der 
Angabe von Ivar Bang; als Vorlage diente n/50 H,SO,. Der Rest- 
stickstoff, der in einigen Fallen zur Kontrolle bestimmt wurde, wurde 
hierbei nicht beriicksichtigt. Das Albumin wurde nach folgender (ein 
wenig modifizierter) Methode von R. Henley (13) bestimmt (Henley 
benutzt die zehnfachen Mengen der unten angegebenen). 1 cem Serum 
wird in einem 10 cem-Me8kolben mit 6 bis 7 cem gesittigter, stickstoff- 
freier MgSQ,-Lésung und 1,2 g stickstofffreiem, gepulvertem MgSO, 
versetzt. Der MeBkolben kam bis zur vélligen Lésung des MgSO, 
in den Brutschrank (+ 37°), wurde dann bis zur Marke mit gesiittigter 
MgSO,-Lésung aufgefiillt und blieb itiber Nacht im Brutschrank. Der 
entstandene Niederschlag (das Globulin) wird abfiltriert, eventuell unter 
Benutzung. gehirteter Filter, und in | ccm Filtrat der Stickstoff wie 
oben bestimmt. Durch Subtraktion des Albuminstickstoffs vom Gesamt- 
stickstoff wird der Globulinstickstoff ermittelt und durch Multiplikation 
mit 6,25 Albumin und Globulin berechnet. 

Die GréBe der Schutzwirkung verliuft aber in quantitativer Hin- 
sicht, wie aus Tabelle V hervorgeht, nicht parallel dem Albumingehalt. 
is diirften also noch andere Faktoren fiir die Gr6éBe der Schutzkolloid- 
wirkung eines Serums in Frage kommen. Vermutlich spielt auch der 
Dispersititsgrad der SerumeiweiBkérper hierbei eine Rolle. Auf Grund 
von Untersuchungen iiber den Einfluf des Erhitzens des Serums auf 
seine Schutzwirkung (s. weiter hinten) glaube ich, da Sera mit ver- 
mindertem Dispersititsgrad verminderte Schutzwirkung haben. Diese 
beiden Momente — verminderter Albumingehalt (oder auch vermehrter 
Globulingehalt) und herabgesetzte Dispersitat — wiirden nach dem 
heutigen Stande unserer Kenntnisse nicht in Widerspruch miteinander 
stehen. 

Um die Schutzwirkung des Albumins und Globulins fiir sich allein 
zu priifen, wurden die einzelnen Fraktionen durch mehrtigiges Dialy- 
sieren des Serums gegen flieBendes Wasser und nachtragliches Ein- 
leiten von CQ, getrennt. Das ausgefallene Globulin wurde in 0,85 proz. 
NaCl-Lésung wieder gelést, das salzfreie Albumin durch Zugabe von 
NaCl mit dem Serum wieder isotonisch gemacht. Der Prozentgehalt 
der Fraktionen wurde durch Kjeldahlisieren bestimmt. Eindeutige 
Ergebnisse wurden nicht erzielt, da in den Globulinreihen nach einiger 
Zeit Flockung eintrat. 








Tabelle VI. 








Tabelle Vi. 


erhitzt 


w” 


Serum 1 Stunde auf 6. 


Serum 1 Stunde auf 60° erhitzt 


Seruin 1 Stunde auf 56° erhitzt 


Natives Scrum 





Schutzkolloidwirkung 


Neuringolsy 


Newtungy 


mg in 0,1 ccm Serum 


udyoloisne 

zynyog wnz 

yQou sped 
dip ‘winiag WDD 


NurIngo}s) 


in 0,lcecm Serum 


Neuiungyy 


mg 


uayoigisne 
zynyog urnz 
yQ1U apes 


| dIp ‘wingag WAD 


mg in 0,1 com Serum 


NewtINgols) 


Neulenqry 


ing in 0,1 com Serum 


uayriaisne 
zynyog winz 
1y4dIu oped 
aip ‘wingag WIA9 


N*Oagolsy 


Neuungry 


usys1aisne 
zynyyg uinz 
yu opeis# 
dtp ‘uniag W990 


e 


Z 


0,669 
0,523 


0,59 


0,033 
0,033 


0,680 0,582 


0,595 


0,040 


0,585 
0,910 


0,498 


0.027 
0,020 
0.025 


0,560 


0,488 


0.044 


0,420 


0,636 
0,591 


0,694 


0,040 


36 


0,8 


35 


0,5 


0,037 
0,033 


0,780 
0,766 
0,722 


0,249 1,011 


5 


.) 
ya 


— 0,0) 


0,494 


0,670 


0.453 


des menschlichen Blutserums. 


754 


0,286 0 


0,020 


0,023 


0,401 


0 


0,037 


‘ 


341 0,033 0.543 0,49 


. 
oa 


0,699 


0,040 


wm ON Of HO 6 f 


Biochemische Zeitschrift Band 142. 





Einflu8 des Erhitzens. 


Um Zustandsiinderungen des 
Serums herbeizufiihren, wurde es 


1 Stunde auf 56 bis 62° erhitzt; es 
nahm seine Schutzwirkung propor- 
Zur Er- 
klarung dieser Erscheinung méchte 
ich mit P. Hirsch und M. Liebers (14) 
annehmen, daf die Erhitzung, wie 
Di- 
spersitiitsgraderhéhung der Serum- 


tional der Erhitzung zu. 


sie zeigen konnten, zu einer 
eiweibkoérper fiihrt. Liiers (1. ¢.) fand 


bei seinen Untersuchungen, dab 
die Schutzwirkung einer Gelatine- 
ebenfalls durch  Erhitzen 
Dali 


rrad einer Gelatinelésung durch Er- 


losung 


cunimmet. der Dispersitits- 


hitzung erhdht wird, ist bekannt. 
Meine Befunde beim Serum stimmen 
nit denen von Liiers bti Gelatine 
iiberein. 

In einer Reihe von Fallen unter- 
suchte ich den Albumingehalt der 
Sera vor und nach der Erwiairmung. 
Es zeigte sich hierbei, da®B der durch 
Magnesiumsulfat fiillbare Anteil des 
Serums vermehrt war, und zwar 
nahm dessen Menge proportional der 
Erhitzung zu. L. Moll (15), der zu- 
erst auf diese Erscheinung aufmerksam 
gemacht hat, behauptet, daB es sich 
um Umwandlung des Albumins in 
Globulin handelt. Da, wie oben gezeigt 
wurde, die Schutzwirkung des Serums 
bei Erhitzung auf 56 bis 62° zunimmt 
und die Schutzwirkung des nativen 
Serums vom Albumingehalt abhiingt, 
so hitte man erwarten miissen, eine 
Zunahme des Albumins zu finden. 

Die Zunahme der Schutzwirkung 
bei gleichzeitiger Zunahme der durch 
Magnesiumsulfat fillbaren Kiweif- 
fraktion (,,Globulin’) spricht nach 
meiner Meinung dafiir, daB es sich 
nicht um wirkliche Umwandluna des 
AlbuminsinGlobulinim physikalisch 
chemischen Sinne handelt. 


9° 
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DaB es sich auch nicht um Umwandlung im chemischen Sinne handelt, 
haben Rk. Obermayer und Rk. Wilheim (16) zeigen kénnen. 


finen Hinflug der Erwarmung auf das Kongorubinsol, tiber den 
Ostwald (l.c.) in anderem Zusammenhang berichtet, méchte ich noch 
erwihnen. Ostwald konnte zeigen, da8& bei erhéhter Temperatur eine 
héhere Elektrolytkonzentration zum Umschlag des Kongorubinsols 
erforderlich ist. Mir fiel auf, da siimtliche Sera eine Zeitlang auBer- 
ordentlich stark schiitzten; und zwar betrug zu dieser Zeit die 
Zimmertemperatur des Laboratoriums 30°. Um dieser Erscheinung 
nachzugehen, stellte ich parallele Versuchsreihen an, von denen die 
eine 15 Minuten lang in ein Wasserbad von 30° gebracht wurde, die 
andere kam ebenso lange in den Kiihlschrank. Wie aus nachstehender 
Tabelle VII ersichtlich ist, wurde das auf «+ 30° erhitzte Kongorubinsol 
durch das Serum sehr we'tgehend vor der Ausflockung durch KCl 
geschiitzt. 


Tabelle VIT. 








ccm Serum, ccm Serum, 
1, die nicht T die nicht 
; Temperatur : lemperatur 

Nr. d.Rohrchen PO ame OP Nr. d.Réhrchen ODE on 0 OO 
reichen reichen 
l $i° <0,025 3 29° 0,030 
20 0,040 17 | 0,040 
2 30 0,027 4 30 0,037 
14 0,040 16 0.059 
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Serologische und biochemische Studien iiber das Himolysin 
des Frankelschen Gasbrandbazillus. 


Von 


0. Wuth. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie 
und Biochemie in Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 3. August 1923.) 


Klinik und Pathologie der menschlichen und tierischen Gasbrand- 
erkrankungen haben schon vor Jahren die Anregung zum Studium 
der himolytischen Wirkung der Erreger dieser Krankheiten gegeben. 
Hauptsichlich hat sich Hisenberg mit dieser Frage beschiftigt. Die 
Ergebnisse der einzelnen Forscher zeigen keineswegs Ubereinstimmung. 
Der Hauptgrund fiir diese Unstimmigkeit diirfte in der damaligen, 
zum Teil noch heute bestehenden Schwierigkeit der exakten Klassi- 
fizierung der verschiedenen Gasbranderreger begriindet sein. Es laBt 
sich heute riickblickend nie mit Bestimmtheit sagen, welche Art von 
erregern dieser oder jener Forscher in Hinden hatte. Eine weitere 
Schwierigkeit in der Beurteilung der friiheren Ergebnisse, die allerdings 
mehr die Erforschung der Toxine als die der Hamolysine betrifft, ist 
der Umstand, da®B sich in den Kulturmedien mitunter giftige Sub- 
stanzen bilden, iiber deren Natur und Konstitution wir nichts Naheres 
wissen, die jedoch durch Thermostabilitaét, Unwirksamkeit als Antigen 
und blitzartige Wirkung ohne jede Inkubationszeit die Annahme 
nahelegen, das sie nicht zu den echten Toxinen gerechnet werden 
kénnen (Krampfgifte). 

Nachdem Ficker ein aus Kulturen des Bazillus des malignen Odems 
gewonnenes thermolabiles, durch Serumversuche als spezifisch er- 
wiesenes Himotoxin mit Antigencharakter beschrieben und ich es 
weiter bearbeitet hatte!), habe ich mich der Erforschung der hiaimo- 
lytischen Wirkung des Welch-Frdnkelschen Bazillus zugewandt. 


1) Ficker, Med. Klinik 17, H. 45. Wuth, Beitr. zur biol. Kenntnis des 
Odemgiftes, diese Zeitschr. 93, 1919. Wauth, Die Konstitution des Odem- 


- 


lysins, Miinch. med. Wochenschr. 1919, Nr. 7. 
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Es gelang mir, aus der Kulturfliissigkeit des Frdnkelschen Bazillus 
gut wirksame und zugleich bakterienfreie Himatoxine zu erhalten. 
Die Ziichtung der Erreger erfolgte auf neutraler, 2 Proz. Trauben- 
zucker enthaltender Bouillon unter Kreidezusatz und Luftabschlub 
vermittelst Paraffin oder unter Wasserstoff. Das gréBte Gewicht ist auf 
die Keimfreiheit der Himolysine zu legen. Denn ohne diese wiirden 
fast alle Versuche zu Trugschliissen fiihren. Zentrifugieren, selbst 
langdauerndes und scharfes, gewihrleistet keine Keimfreiheit, ein 
Umstand, der wohl durch die Viskositaét des Kultursubstrates bedingt 
sein mag. Filtration durch Chamberland- und Berkefeldkerzen bedingt 
zu groBe Toxinveriuste. Ich benutzte zur Filtration die von Ficker 
eingefiihrten Membranfilter der Fabrik de Haen und erzielte auf diese 
Weise Keimfreiheit ohne Giftverluste. Ehe ich nun zur Beschreibung 
des Hiimolysins und zur Anfiihrung meiner Versuche schreite, méchte 
ich kurz die angewandte Methodik angeben. 


Die Versuche wurden, wo nicht anders angegeben, mit 5proz. Hammel- 
blutkérperchenaufschwemmung in 0,85proz. Kochsalzlésung ausgefiihrt. 
Volumgleichheit wurde mit 0,85proz. Kochsalzlésung hergestellt. Nach 
Beschicken kamen die Ré6hrechen 2 Stunden in den Brutschrank von 37°, 
dann 12 Stunden in den Eisschrank, worauf die Ablesung der Resultate 
erfolgte. 

Ich habe insgesamt 24 Stémme vom Frankeltyp geprift, die mit Aus- 
nahme von vieren alle gut wirksames Hiimolysin bildeten. Die Staémme, 
die nur in geringem MaBe Hiimolysin bildeten, waren meist lange Zeit 
auf kiinstlichen Nahrbéden fortgeziichtet worden, konnten jedoch nach 
Anfrischung wieder zur Himolysinbildung angeregt werden. Eben diese 
Stiimme zeigten im Tierversuch haufig geringe Virulenz, so daB immerhin 
bei dem Frankelbazillus eine gewisse Beziehung zwischen Virulenz und 
Hamolysinbildung nicht ganz von der Hand zu weisen sein diirfte, wofiir 
auch die schwere Blutschidigung in vivo im Gegensatz zum malignenOdem 
zu sprechen scheint. Immerhin ist, wie ich betonen méchte, diese Beziehung 
keineswegs mit absoluter RegelmiaBigkeit zu konstatieren. 

Wie aus nachstehender Tabelle I hervorgeht, ist das Frinkellysin schon 
nach ganz kurzem Wachstum nachzuweisen; nach 24 Stunden enthialt die 
Kulturfliissigkeit stark wirksames Hamolysin. Nach einigen Tagen nimmt 
jedoch die hamolytische Wirksamkeit der Kulturfliissigkeit wieder ab und 
schwindet schlieBlich vollstiindig. Dies Verhalten steht im Gegensatz zur 
Bildung des Hiimolysins des malignen Odems, bei welchem das Optimum 
zwischen dem 9. und 11. Tage liegt. 


Die Tabelle zeigt die progrediente Abnahme des Hiimolysin- 
gehaltes der Kulturfliissigkeit bei Fortdauer der Ziichtung iiber 
24 Stunden hinaus. 


Die Empfindlichkeit des Hamolysins gegen Luft und Altern ist recht 
betriichtlich. Beim Stehen im offenen GefaiB ist schon nach wenigen Stunden 
eine Abnahme des lytischen Vermégens festzustellen. Selbst auf Eis und 
in gefrorenem Zustand biBt es an Wirksamkeit ein, wie Tabelle II zeigt. 
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Hamolysin des Gasbrandbazillus. 2] 


Tabelle I. 





Grad der Lyse 





Nr Fr. 177 NaC! Blut 
1 tagig 2 tagiz 3 tagig 
] 1,0 teres 0.5 cpt cpt cpt 
2 0,7 0.3 0,5 cpt cpt ept 
3 0,4 0.6 0.5 ept cpt cpt 
4 0,1 0,9 05 cpt cpt Ss st 
5 0.07 0,3 0,5 cpt ept st 
6 0,04 0,6 0.5 ept s st st 
7 OOL- 0.9 0.5 st st w 
8 0,007 0.3 0.5 m st Ww 
9 0,004 0,6 0.5 Ww st 0 
10 0,001 0,9 0,5 0 0 0 
11 — 1,0 0.5 0 0 0 
Tabelle Il. 
Kultur von Fr. 177, 1 tagig Fr. 67 lr. 276 
Nr. whens a h, bia, “oy h, 1 tigig te agen 1 tigig nach 4, agen 
1 ept cpt ept ept ept ept s st 
2 cpt ept ept ept cpt cpt s st 
Q cpt cept cpt cpt s st ept st 
4 ept ept ept st st s st m 
5 ept ept s st st st s st W 
6 cept cpt st m st m 0 
r st m 0 m m m 0 
8 m m 0 Spech 0 st 0 
9 Ww 0 0 Spch 0 Spch 0 
10 0 0 0 0 0 0 0 


Wo in den Tabellen die auf die Versuchsanordnung beziiglichen ersten 
Spalten fortgelassen sind, hat der Versuch genau wie in Tabelle I angegeben 
stattgefunden. Beziiglich der Anordnung der Versuche vergleiche auch die 
nachfolgende Arbeit von Kadisch. 

Die beste Art der Konservierung ist Aufbewahrung unter LichtabschluB 
im kiihlen Raum unter Wasserstoff oder im Vakuum. Carbolglycerin 
eignet sich nicht zur Konservierung. Nachstehende Tabelle III zeigt einen 
diesbeziiglichen Versuch. 

Tabelle III. 





Cpt lésende Dosis i 


vor 18 Tagen 0,2 i} Lyse 
Nr. || Fr. 138 oper meena 
| noc | whe | bet Vetmm | ater ty | mit Cael 
l 08 0,7 0,5 ept f cpt m st 
2 0,6 0,9 0,5 cpt ept Ww 
3 0,4 Se ener f ept ept Ww 
4 0,2 1,3 0,5 w s st Spch 
5 0,08 0,7 0,5 Sp w 0 
6 0.06 | 0,9 0,5 0 Sp | 0 
7) 004 | Li ef O85 0 Spch | 0 
8 0,02 | 1,3 0,5 0 0 0 
9 | 0,008 0,7 0.5 0 0 0 
10 0,006 0,9 0,5 0 0 0 
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Das Gift ist thermolabil, bei 60° wird es in kiirzester Zeit vollkommen 
zerstort. 
Tabelle IV. 
Fr. 177, eintagig. 





1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 


Lysis . ee ee || ept cpt cpt cpt is st st | m | w | Sp! 0 
Nach !'/, Stunde Wasserbad | | 
von 60° FO;/O;o;/O0]o;0};ojo;o0j}o 


Gibt man zur Giftfliissigkeit 96 proz. Athylalkohol hinzu, so tritt eine 
Fallung ein; isoliert man die Fallung und Ilést sie in Kochsalzlésung auf, 
so besitzt nun die Kochsalzaufl6sung hamolytisches Vermégen, allerdings 
in schwicherem Mabe als die urspriingliche Giftfliissigkeit. Tabelle V zeigt 
einen solchen Versuch. 

Tabelle V. 
Fr. 177 mit Alkohol gefallt, zentrifugiert, der Niederschlag in Kochsalzlésung 
gelést (0,1 Giftlésung léste 0,5 Blut ept.). 





r 728 eo ae eT ea 23) Bee F f0 


Alkoholfillung. . . . . . |sst/sst| st Sp) 0/0 0/0]|0/ 0 


x 


Toxoidbildung bei durch Altern oder Erwarmung geschidigten Toxin- 
lo6sungen konnte ich nicht nachweisen. Blutkérperchen, welche durch 
Digerieren mit geschadigtem Toxin vorbehandelt waren, wurden bei 
nachtriglichem Toxinzusatz ebenso gelést wie nicht vorbehandelte. 

Partialtoxine gegen verschiedene Blutarten konnten mit Sicherheit 
weder festgestellt noch ausgeschlossen werden; die Versuche fielen nicht 
eindeutig aus; vielleicht erlauben sie uns immerhin so viel zu sagen, daB wir 
das Bestehen von Partialtoxinen nicht fiir wahrscheinlich halten. Diese 
Versuche fiihrten zur Frage der Adsorbierbarkeit des Hiimolysins. Das 
Hamatoxin wird sehr leicht adsorbiert. Erythrocyten und fein gepulvertes 
Fibrin adsorbieren es aus seiner Lésung kraftig; wie folgende Versuche 
zeigen : 

3cem Fr. 177 (ept.-lésende Dosis 0,04) + 2,0 Fibrin. 2 Stunden 
digeriert, zentrifugiert, hamolytische Reihe gegen Hammelblut ergibt fiir 
Rohr 1 bis 10 keine Hiamolyse. 

3cem Fr.74 (cpt.-lésende Dosis 0,07) +- 3cem Hammelblutkérperchen 
(unverdiinnt). 2 Stunden Eis, zentrifugiert, obenstehende Fliissigkeit ab- 
gesaugt, mit dieser hiimolytische Reihe gegen Hammelblut. Ergibt keine 
Hamolyse. 

Auch Brei von Organen adsorbiert das Gift. Eingehende Versuche 
dariiber, ob wie beim Odemgift eine spezifische Bindung durch Hirnsubstanz 
stattfindet, habe ich nicht angestellt. Die Eigenschaft der Lipotropie 
scheint das Frdnkelsche Lysin immerhin mit Odemlysin gemeinsam zu haben. 

Tabelle VI zeigt einen dieser Versuche. Der Zusatz schon ganz geringer 
Mengen von Lecithin (Agfa) in methylalkoholischer Lésung geniigt, um die 
haimolytische Wirkung stark herabzusetzen. Bei Zusatz von 0,01 cem 
Lecithinlésung ist fast die sechsfache Dosis Gift zur Erzielung der kompletten 
Hamolyse notwendig, wahrend bei Zusatz von 0,02 cem der | proz. Lecithin- 
lésung selbst die zehnfache Giftdosis véllige Haimolyse nicht mehr bewirkt. 
Beziiglich der Erklarung dieser Erscheinung verweise ich auf das in meiner 
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Hamolysin des Gasbrandbazillus. 


Tabelle VI. 





Lecithin Agta 1 Proz. 


Fr. 276 Blut, 5 Proz. Toxin sllein in Metbylalkohol 
0,01 0,02 
0,07 0,5 cept ept 8 st 
0,05 0,5 cpt cpt m 
0,04 0,5 cpt cpt Sp 
0,02 0,5 cpt st Spch 
0,01 0,5 cpt 0 0 
0,007 0,5 cept 0 0 
0,005 0.5 s st 0 0 
0,004 0.5 m 0 0 
0,002 0,5 m 0 0 
0,001 0.5 Ww 0 0 


Arbeit iiber das Odemgift dariiber Gesagte. Ich méchte nur hier kurz noch 
einer Vermutung Raum geben, welche vielleicht fiir eine bei der Behandlung 
von Gasbrandkranken haufige Erscheinung eine Erklirungsmdglichkeit 
bietet. Es ist bekannt, welche starke Folgen in den meisten Fallen von 
Gasbrand die Narkose zu haben pflegt, und zwar auch in Fallen, wo solche 
Folgen nach dem Allgemeinzustand der Patienten und dem Befunde der 
inneren Organe nicht zu erwarten gewesen wiren. Auch scheint hierbei 
zwischen dem herzschidigenden Chloroform und dem das Atemzentrum 
beeinflussenden Ather kein Unterschied zu bestehen. Nun hat ja Straub 
bei dem Odemegift eine digitalisartige toxische Herzwirkung festgestellt. Allein 
dies genitigt wohl nicht, um die bei allen Arten von Gasbrandfiallen sowohl 
bei Chloroform- wie auch bei Athernarkose auftretenden schweren Allgemein- 
erscheinungen ohne besondere Organsymptome zu erklaren. Ich méchte 
nun nicht die Méglichkeit von der Hand weisen, daB die Lipoidaffinitit der 
Gifte der hauptsichlichsten Gasbranderreger im Zusammenwirken mit 
den lipoidléslichen Narkoticis die schwere Schadigung hervorrufen, d. h., daB 
die bakterielle und die chemisch-arzneiliche Noxe sich summieren, wenn 
nicht gar potenzieren. Ich betone jedoch, daB diese Erklarung vorerst rein 
hypothetischer Natur ist. Im Zusammenhang wire hier vielleicht zu er- 
wahnen, daB es Anders-Rostock gelungen ist, bei Gasbrandintoxikationen 
schwere Schidigungen des Zentralnervensystems nachzuweisen. 

Nunmehr galt es, die wichtigste Frage zu entscheiden, namlich 
die, ob dieses Hiimolysin als echtes Toxin anzusprechen sei und be- 
jahendenfalls, ob es fiir den Frdnkelschen Bazillus spezifisch sei. Die 
Thermolabilitét spricht wohl fiir die Toxinnatur, aber die endgiiltige 
Beantwortung obiger Fragen konnte nur der Versuch mit Immunserum 
erbringen. Und in der Tat haben meine Versuche erwiesen, da dem 
Frinkelhimolysin antigene Eigenschaften zukommen, und zwar spezi- 
fischer Art. Ehe ich die Versuchsprotokolle anfiihre, seien hier einige 
notwendige Vorbemerkungen eingeschaltet. 


Im ganzen habe ich 5n Pferdesera und 4 Immun-Pferdesera gegen 
je 20 Hamolysine von 20 verschiedenen Frinkelstiimmen ausgewertet. 
Was die verwendeten Sera anlangt, so stammen drei Frankelimmunsera 
aus der Kaiser Wilhelmakademie (Operationsnummer 2, 3a, 3b) und wurden 
mir von Oberarzt Klose tibermittelt. Das vierte (Falbenserum) ist ein 
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weniger hochwertiges Immunserum von einem wenig intensiv behandelten 
Tier des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir experimentelle Therapie, Dahlem. 
In einigen Versuchen sind Frankelserum aus der Kaiser Wilheln-Akademie, 
Operationsnummer 3a und 3b, zu gleichen Teilen gemischt, verwendet. 
Als Normalsera wurden verwandt: 1. Serum Brauner; 2. Serum Hengst; 
diese beiden Tiere waren mit malignem Odem vorbehandelt; ihre Sera bilden 
deshalb einen vorziiglichen Priifstein fiir die Spezifitat des Frinkellysins; 
3. Serum Fuchs; 4. Serum Russenhengst, beide mit Ruhr (Fleaner bzw. 
Strong) vorbehandelt und schlieBlich 5. Normalserum von unbehandeltem 
Pferde. Ich lasse nunmehr einige meiner Versuche folgen. 


Serumversuche, 
Tabelle VII. 





Lyse bei 

Nr. || Fr.276 | 2!™ | Nacl | Blut 
menge 1 2 | 3 | 4 | 5 6 
1 0,04 | 05 01 | 05 0 Speh | Speh 0 Speh 0 
2 0,04 02 04 , 0,5 0 Speh | Spch 0 Spech 0 
3 0,04 | 0,1 0,5 | 0,5 0 (|Speh; Sp | Spch | Spch 0 
4 0,04 0,05 0,1 | 05 0 |Spch| w Sp Spch ;, 0 
5 0,04 | 0,02 0,4 | 0,5 0 (Spch| m Ww st 0 
6 0,04) 001 0,5 | 0,5 0 Speh st st st 0 
7) 0,04 0,005 0,1 | 0,5 0 (| Spch/|- st st s st 0 
8 0,04 | 0,002 0,4 | 0,5 0 (Speh| st s st ept ) 
9 0,04 | 0,001 0,5 | 0,5 0 Sp fept) cpt ept 0 
10, 0,04 | 0,0005 | 0,1 | 0,5 0 w cpt cpt ept 0 
11 0,04 00002 04 | 05 0 (fecpt| cpt | cpt ept 0 
12 | 0,04 | 0,0001 | 0,5 | 0,5 0 cpt | cpt cpt ept 0 
13 — | - 10 | 05 — _— _— — — |— 


(+ Frinkelserum. 


Spalte 1 
. 2 + Normalserum I. 








ss | (oma te fe S be Il. 
4{ Frankel 276, + Pferdeserum, Brauner. 
5 | -+ Hengstserum 
6 ‘+ Falbenserum. 


Wir sehen bei den Versuchen deutlich die ganz spezifische Hemmung 
der Hamolyse des Frankeltoxins durch Frankelimmunserum. Die Immun- 
sera der Kaiser Wilhelm-Akademie (Klose) und das Falbenserum 
treten in ihrer Wirkung deutlich hervor. Auffallend war in einer Reihe 
von Versuchen die Stellung des Fuchsserums (Flexner, Pferd), welches 
eine den Immunseris ahnliche, wenn auch schwachere Wirkung zeigte. 
Kine Nachfrage auf Grund des Reagenzglasversuches ergab, daB das be- 
treffende Pferd vor lingerem, bevor es als Ruhrpferd eingestellt wurde 
(im Kaiser Wilhelm-Institut), kurze Zeit und wenig intensiv mit 
Friinkel vorbehandelt war; diese Tatsache zeigt ebenfalls die Spezifitat 
des Toxins. 

Es war nun naturgemif von hohem Interesse, festzustellen, ob 
die Wirkungsweise des Himolysins im Tierkérper mit den Verhilt- 
nissen des Reagenzglasversuches irgendwelche Ubereinstimmung zeigen 





Frankel 158 (ltigig), welcher bis ©,4 ept lést. 


Vill. 


Tabelle 








Lyse bei 





nN 


NaCl Blut 


Serummenge 


Fr, 158 
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Hiamolysin des Gasbrandbazillus. 


wiirden. Zunichst versuchte ich festzustellen, ob das beim Tiere ex- 


perimentell durch Einspritzen von Frankelbazillen erzeugte Exsudat 


auch himolytische Fahigkeiten besitze. Es wurde eintigige Friiakel- 
kultur Meerschweinchen subkutan und intraperitoneal cinverleibt. In 
den meisten Fillen hatte sich im Laufe der nichsten 24 Stunden ein 
diinnfliissiges, relativ wenig korpuskulire Elemente enthaltendes 
Exsudat gebildet, das durch scharfes Zentrifugieren und durch Filtra- 
tion noch méglichst von allen Bakterien und Zellbestandteilen befreit 
wurde. Dieses Exsudat zeigte im Versuche deutliche hiamolytische 
Wirkung. Das Exsudat wurde durch Zusatz von Frinkelimmunserum 
in seiner hamolysierenden Wirkung spezifisch gehemmt. 

Tabelle XIV und XV zeigen diesbeziigliche Versuche. Hiernach 
wird also vom Frankelbazillus auch im Tierkérper Himolysin gebildet, 
und zwar ein fiir den Frankelbazillus spezifisches Himotoxin. 


Tabelle XIV. 


I. Meerschweinexsudat (Fr. 177 intramuskulir) gegen Friankelserum und 
Gasddemserum. 





Exsudat Frankelserum NaCl 


Zz 








l 0,1 0,5 0,4 0,5 0 

2 0,1 0,2 0,7 0.5 0 

3 0,1 0,1 0,8 05 0 

4 0,1 | 0,05 0,4 05 0 

5 0,1 | 0,02 0,7 0.5 0 

6 0,1 0,01 0.8 0.5 0 

7 0,1 ' 0,005 0,4 0.5 0 

. 0,1 0,002 0,7 0.5 0 

9 0,1 0,001 0.8 0.5 0 
10 0,1 0,0005 0,4 0.5 0 
ll 0,1 0,0002 0,7 0,5 0 
12 0,1 0,0001 | 0,8 0,5 Sp 
13 0,1 — 0,9 0,5 st 

II. 

Nr. Exsudat Gasédemserum NaCl Blut 

l 0,1 0,2 | 0,7 05 Spch 

2 0,1 0,1 | 0,8 0,5 Spch 

3 0,1 0,05 | 0,4 0,5 Spch 

4 0,1 0,02 0,7 0.5 Spch 

5 01 0,01 0.8 0.5 Spch 

6 0,1 0006 | 04 ‘| O06 Sp 

7 0,1 0,002 0,7 | 0.5 Sp 

8 0,1 0,001 | 0,8 0,5 Sp 

9 0.1 0,0005 0,4 0.5 | Sp 
10 9,1 0,0002 0,7 0,5 Sp 
ll 0,1 0,0001 | 0.8 0.5 Sp 
12 0,1 | —_ 0,9 0,5 st 
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Tabelle XV. 


I. Exsudat von Meerschweinchen (1,5 cem), Fr. 184, intraper. 





Nr. gry NaCl Blut 

] 1.0 0.5 0.5 epl 

2 0.8 0.7 0.5 epl 

3 0.6 09 0.5 s st 
4 0.4 1,1 05 s st 
5 0,2 13 0.5 m 

6 0.08 0.7 0.5 m 

a 0.06 0.9 05 Ww 

8 0,04 11 0.5 w 

9 0,02 13 | OS Speh 
10 a 15 05 0 


Il. 1. Exsudat Fr. 184 + Frankelserum I (Klose). 2. Exsudat Fr. 184 
Hengstserum. 





Nr. Exsudat Blut Serummenge Ball a. 
] 0,08 0.5 0,04 0 w 

2 0.08 0,5 0,008 0 Ww 

3 0,08 0.5 0,004 0 w 

4 0.08 0.5 0,0008 0 Ww 

5 0,08 0,5 0.0004 0 Ww 

6 0,08 0.5 0,00008 0 Ww 

7 0.08 0,5 0,00004 0 m 

8 0,08 0,5 0,000008 0 m 

9 0,08 | 0,5 0,000004 0 m 


Zusammenfassung der Versuchsergebnisse. 

1. Der Frankelbazillus bildet in geeigneten Naihrmedien nach 
kurzem Wachstum ein Himolysin, das bei linger fortdauernder Ziichtung 
wieder verschwindet. 

2. Das Friinkelhimolysin ist thermolabil; seine Haltbarkeit ist 
gering; es ist durch Alkohol fillbar, wobei es eine Abschwichung er- 
leidet; in derselben Weise wie das Haimotoxin des Bacillus oedem. 
maligni (Ficker) besitzt das Friankellysin eine Affinitait zu Lipoiden 
(Lecithin). 

3. Das Frinkelhimolysin wird durch Frankelimmunserum in 
seiner Wirksamkeit gehemmt, und zwar schon in Dosen, in denen 
Normalsera oder Gasédemsera keine Wirkung mehr zeigen. 

4. Durch Friankelbazillen erzeugte Exsudate enthalten das spezi- 
fische Himolysin 
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Das Himotoxin des Frainkelschen Gasbrandbazillus. 


Von 
E. Kadiseh. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie 
und Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 3. August 1923.) 


Die 1919 in den Heften 6 und 7 der Arbeiten aus dem Institut 
fiir experimentelle Therapie und dem Georg-Speyer-Hause zu Frank- 
furt a. M. erschienenen Mitteilungen von H. Schlossberger iiber die 
Himotoxine der Gasbrandbakterien differieren in einigen Punkten 
von der obigen Arbeit Wuths aus dem hiesigen Institut. Ich folgte 
gern der Anregung von Herrn Geheimrat Ficker, zu versuchen, die 
eventuell mdéglichen Ursachen dieser Differenzen bei Gelegenheit 
eigener Versuche aufzudecken. Leider konnten die Versuche vorerst 
nur so weit ausgedehnt werden, als Tierversuche nicht in Betracht 
kamen. 

Die Hauptdifferenzen, welche schon aus der Lektiire der Arbeiten 
hervorgehen, bestehen erstens in den verschiedenen Nahrbéden, zweitens 
in den verschiedenen Filtern, welche Verwendung fanden. Es bestand 
fiir uns zunichst die Méglichkeit, daB diese beiden Punkte die Unter- 
schiede bedingt haben mégen. Wir stellten uns daher nach-dem Vor- 
gehen von Wuth eine 2proz. Traubenzuckerbouillon mit Kreidezusatz 
her, andererseits, wie Schlossberger, eine choleraalkalische Bouillon 
mit 5 Proz. Peptongehalt. Zunichst wurden beide Kulturfliissigkeiten 
von einer alten, auf Reinheit neu gepriiften Hirnbreikultur des Stammes 
Frénkel 177 beimpft. Die 25stiindige Kultur wurde nach dem Vor- 
gehen obiger Autoren durch Membranfilter von de Haen, nach Ficker, 
bzw. durch Kieselgurpapier filtriert. _Nachdem die ersten Versuche 
keine wesentlichen Unterschiede bei Anwendung verschiedener Filter 
ergaben, gingen wir spiter so vor, da® wir stiindig parallel neben- 
einander herlaufen lieBen: 1. Versuche mit der unfiltrierten Kultur- 
fliissigkeit, 2. Versuche mit der durch die Membranfilter keimfrei 
gemachten Kulturfliissigkeit. Wir lieBen uns hierbei von folgenden 
Betrachtungen beeinflussen. Das in der Kulturflissigkeit nachweisbare 








30 ©. Kadisch: 


Himolysin kann als Exotoxin von den Bazillen ausgeschieden worden 
sein, es kann aber auch ein Endotoxin sein, welches bei dem Zerfall 
der Bakterienleiber in die umgebende Fliissigkeit iibergeht. Bei dem 
schnellen und tippigen AufschieBen der Kulturen wird die Generations- 
dauer des Erregers gering sein. In der 24stiindigen Kultur haben wir 
es also sicher auch schon mit einer groBen Zahl von zugrunde gegan- 
genen Erregern zu tun. Ob wir es also mit einem Endo- oder Ektotoxin 
zu tun haben, laBt sich auf diesem Wege nicht entscheiden. Daher 
kann es in dieser Richtung keine grobe Bedeutung haben, ob ich eine 
Filtrationsmethode anwende, welche nur eine Keimarmut des Filtrats 
bedingt, oder ob ich die unfiltrierte Kultur nehme. Das Filtrat, welches 
keimfrei ist, hat jedoch den Vorteil, daB in ihm keine Bazillen mehr 
der Auflésung und dem Tode verfallen kénnen, daB in ihm auch keine 
weitere Vermehrung méglich ist. Das Filtrat also allein bildet, wie 
Wuth schon sagt, den zuverlissigen Mafstab nur bei Keimfreiheit. 
Jedoch kann uns die unfiltrierte Kultur eventuell Aufschlu8 dariiber 
geben, welchen EinfluB denn nun die noch vorhandenen Bazillen haben. 
Vornehmlich auch dariiber, ob es denn fiir alle Untersuchungen er- 
forderlich ist, die zeitraubende keimfreie Filtration auszufiihren. Da 
die Vermehrung nun in den tiblichen Nahrmedien schon nach kurzer 
Zeit aufhért, so ist anzunehmen, daB keine erheblichen Mengen von 
neuem Himolysin gebildet werden, zumal bei der von uns angewandten 
Aufbewahrung im Eisschranke. Die Keimarmut hat also, wie diese 
Uberlegung ergibt, keine Vorziige gegeniiber der reinen Kulturfliissig- 
keit. Wir werden weiter unten sehen, inwieweit diese Vermutungen 
zutreffen. 


Die Untersuchung auf die gebildeten Haimolysine fand in analoger Form 
wie bei Wuth statt. Die Ubersicht der Verdiinnungsréhrchen sei hier in 
einer Tabelle vorausgeschickt, um uns spiiter zwecks Raumersparnis mit der 
Nummer der Roéhrchen begniigen zu kénnen. 








1 ia 2 3 4 4 6 | 7 
7 | | 
oy Verdiinnung Lysin | NaCl Blut Resultierende Lysinmenge 
1 0 1,0 00 | O65 | 1:15 1,0 
2 0 0,7 | OF OB 1:21 0,7 
3 0 | 0,4 06... |... 06 | -3:3,75 0,4 
4 0 0,1 09 05 | 2:35 | 0,1 
5 1:10 | 0,7 GS-1 “OS 1: 21,4 0,07 
6 1:10 bi Ope O06 4 O65 1: 37,5 0,04 
7 1:10 0,1 | Oo |. O05 1: 150 0,01 
8 Bs es Mi 3 3 0,3 0,5 1:214 | 0,007 
9 1: 100 0,4 0,6 0,5 1: 375 0,004 
10 | 1: 100 0,1 0,9 0,5 1:1500 | 0,001 


Zuniichst gelang es uns weder in der bewachsenen Traubenzucker- 
Kreidebouillon noch in der choleraalkalischen Peptonbouillon hamolysierende 





Tabelle Ia. 


Fr. 177 in 2proz. Traubenzucker-Kreidebouillon (paraffiniiberschichtet) 24 Stunden hej 27° ceviichtet 
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37° geziichtet. 


Sofort Versuch. 


Tabelle Ia. 


in 2proz. Traubenzucker-Kreidebouillon (paraffiniiberschichtet) 24 Stunden bei 


Sofort filtriert. 
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Stoffe nachzuweisen. Ebensowenig 
gelang es mit der unfiltrierten Kultur- 
fliissigkeit selbst. Danun unser Stamm 
sich bei einer abermaligen Nach- 
priifung als rein erwies, so hatten wir 
es hier also mit einem Frankelstamm 
zu tun, der fiir das erste nicht hamo- 
lysierte. Um diese Fahigkeit wieder 
zu wecken, schickten wir ihn iiber 
seinem Wachstum optimal giinstige 
Nahrbéden. Als solehe hatten sich 
uns erwiesen der Hiblersche Hirnbrei 
und Leber-Leberbouillon vom Meer- 
schweinchen. Die folgende Tabelle I 
enthalt die Versuchsergebnisse. 

Es fand eine dreimalige Ablesung 
statt. Das erstemal nach 30 Minuten 
Aufenthalt im Brutschranke, das 
zweite mal nach 2 Stunden Aufenthalt. 
im Brutschrank. Von dort kamen die 
Roéhrehen in das Eisschrankzimmer, 
in welchem eine durchschnittliche 
Temperatur von etwa 10°C herrschte, 
um am nachsten Morgen nach 24 Std. 
zum dritten und letzten Male ab- 
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gelesen zu werden. Es kann also bereits durch Finschaltung von 24stiin- 
digen Hirnbreipassagen Aktivierung der H-Bildung erreicht werden. 

Die erste Kolonne jeder Spalte enthalt die Ablesungsergebnisse nach 
einer halben Stunde, die mittlere die nach 2 Stunden, die dritte die nach 
24 Stunden. In der Spalte 1 ist die Ausgangskultur die bereits oben er- 
wihnte. In Spalte 2 hat die Ausgangskultur zwei 24stiindige Passagen durch 
Hirnbrei durchgemacht. In Spalte 3 auBerdem noch eine Leber-Leber- 
bouillonpassage, in 4 eine weitere Leber-Leberbouillonpassage. In Spalte 5 
ist ein spiiteres Versuchsergebnis eingefiigt, um die Starke der Himolysin- 
bildung nach weiteren Passagen zu demonstrieren. Als die verlaBlichste 
Ablesung erwies sich uns die nach 24 Stunden. Dieselbe schaltet eventuell 
Differenzen in bezug auf die Wirkungsgeschwindigkeit des Hiamolysins aus. 
Man sieht, da mit der Zahl der eingeschalteten Passagen der Ausgangs- 
kultur die Hiimolysinbildung zunimmt, um von _ nicht nachweisbaren 
Mengen bis zu einer Starke anzusteigen, daB noch 0,007 cem des Filtrats 
0,5 cem der Blutkérperchenaufschwemmung komplett lésen. Die Kultur 
des Erregers in der 5proz. Peptonbouillon fiihrte nicht zu so gleichmaBigen 
Resultaten, wie zuniichst in der Traubenzucker-Kreidebouillon. Die 
Schwierigkeit bestand darin, daB trotz reichlicher Uberimpfung ein Angehen 
der Kultur nach 24 Stunden nicht in allen Fallen gliickte. Auch die an- 
gegangenen Rohre zeigten nicht denselben Bazillenreichtum wie in der 
Traubenzuckerbouillon, Gasbildung fand gar nicht oder nur spurenweise 
statt. Die Tabelle Ib zeigt die Resultate. Die Spalten 2, 3 und 5 ergaben 
kein Wachstum in den entsprechenden Kulturen. Von einer Wiederholung 
wurde abgesehen, da aus den beiden Tabellen Ia und Ib durch Vergleich 
zu entnehmen ist, daB die Hamolysinbildung in der Peptonbouillon nicht 
die gleiche Héhe erreichte als in der Traubenzucker-Kreidebouillon. In 
der ersteren bildete der Erreger nach zwei Hirnbrei- und zwei Leber-Leber- 
houillonpassagen ein Hiimolysin, welches bis zur Dosis 0,07 komplett 
himolysiert; in der zweiten ein solches, welches bis 0,01 die Blutkérperchen 
komplett auflést. 

Zu der Tabelle Ib ist noch zu bemerken, daB hier die Filtration nach 
den Angaben Schlossbergers durch Kieselgurpapier stattfand, welches eine 
gréBere PorengréBe hat als die Membranfilter der Nr. 310. Halt man also 
fiir méglich, daB durch Filtration von dem Hamolysin ein Teil zuriickgehalten 
oder sonst verloren geht, so wire anzunehmen, da der Prozentsatz des 
Verlustes bei Kieselgurpapier geringer, also der Hiamolysingehalt des 
Filtrates gréBer ist. — Das Ergebnis dieser Versuche ware mithin, dai 
Traubenzucker-Kreidebouillon ftir die Ziichtung des Frdnkelschen Bazillus 
besser geeignet und daB die Hiimolysinbildung in ihr etwas gréBer als in 
5proz. Peptonbouillon ist. 

Auf Grund obiger Versuchsergebnisse haben wir unsere weiteren 
Versuche im allgemeinen mit 2proz. Traubenzucker-Kreidebouillon an- 
gestellt. Ferner haben wir aus den oben bereits angefiihrten Griinden die 
Filtration durch Kieselgurpapier auch fallen lassen und immer durch 
Membranfilter filtriert. 


Wir versuchten, uns nun ein Bild von dem Zerfall des gebildeten Himo- 
lysin zu machen, und verfuhren wie folgt. Ein Kolben mit Traubenzucker- 
bouillon mit Kreidezusatz wurde von einer viele optimale Passagen hinter 
sich habenden Leber-Leberbouillonkultur aus beimpft und 24 Stunden 
bebriitet. Die Kulturfliissigkeit wurde in drei annahernd gleiche Teile 
geteilt. Der eine Teil wurde unveriindert zu den Versuchen benutzt und ergab 





Unfiltriert. 


Stunden bebriitet. 


2proz. Traubenzucker-Kreidebouillon (paraffiniiberschichtet), 24 


Tabelle Ila. 


‘isschrankzimmer. 


Versuch zu verschiedenen Zeiten. Aufbewahrung im 
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Unfiltriert. 


Stunden bebriitet. 


24 


2proz. Traubenzucker-Kreidebouillon (paraffiniiberschichtet). 


Tabelle Ila. 


Versuch zu verschiedenen Zeiten. Aufbewahrung im Eisschrankzimmer. 
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Membranfiltriert. 


24 Stunden bebriitet. 


Aufbewahrung im Ejisschrankzimmer. 


proz. Traubenzucker-Kreidebouillon (paraffiniiberschichtet). 
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Tabelle IIb. 


Versuch zu verschiedenen Zeiten. 
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Membranfiltriert. 


24 Stunden bebriitet. 
Aufbewahrung wie oben. 


2proz. Traubenzucker-Kreidebouillon (paraffiniiberschichtet). 


Tabelle IIc. 


Gasbrandbazillus. 
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die 'Tabelle Ila, der andere wurde filtriert und dann verwandt, er ergab die 
Tabelle I[b. Der dritte Teil wurde in Portionen von je 2,5 cem, nachdem 
auch er filtriert war, in Petrischalen gegossen. Die Schalen kamen iiber 
Chlorcalcium im Exsikkator auf den Eisschrank. Die eingetrocknete honig- 
gelbe spréde Masse wurde zum Versuch in 2,5 ccm physiologischer Koch- 
salzlosung aufgenommen. Die Ergebnisse dieser Reihe zeigt die Tabelle IIc. 


Die Ziffern oberhalb der Spalten der Tabellen IIT bedeuten Tage nach 
dem Aufhéren der Bebriitung. Wie aus der Tabelle Ila zu entnehmen, 
halt sich in der unfiltrierten Kultur die hamolytische Kraft einige Tage auf 
ihrer vollen Héhe, um darauf zunichst allmahlich und dann ganz rapide 
abzufallen. Demgegentiber verhilt sich das Filtrat anders. Es laBt in 
ihm der auf unserem Wege nachweisbare Himolysingehalt konstant 
nach. Am fiinften Tage scheint jedoch eine Zunahme vorhanden zu sein. 
Der Grund liegt hier aber darin, daB das Réhrchen, welches am fiinften Tage 
untersucht wurde, schlecht verstopft gewesen und daher eingetrocknet war. 
Wie uns die Tabelle Ile deutlich im Vergleich mit der Filtrattabelle zeigt, 
gelingt es durch die Eintrocknung, die himolytische Substanz linger nach- 
weisbar zu erhalten. Wenn wir aus obigen Tabellen die R6hrchennummern 
derjenigen héchsten Verdiinnungen, bei welchen nach 24 Stundenablesung 
noch komplette Hamolyse eintrat, zu einer kurzen Ubersichtstabelle ver- 
einen, so resultiert die Tabelle IId. 


Tabelle II d. 





Kultur nach Tagen 


1 2 3 4 5 
Unfiltriert . er ae 8 9 8 8 1 
i gee a a 9 7 4 3 ? 
Trockenfiltriert — 7 6 6 6 


Fernerhin haben wir noch einige orientierende Versuche in anderen 
Richtungen gemacht. Wir beimpften von derselben Kultur aus, welche 
den hohen Hiamolysinwert ergeben hatte, eine 5proz. Peptonbouillon, 
welcher wir Kreide zugesetzt hatten. In dieser Fliissigkeit erreichte die 
Hiamolysinbildung nicht die gleiche Héhe. Durch Eintrocknung gelang 
es auch hier, ein haltbares Praparat zu gewinnen. Wir hatten sogar den 
Eindruck, daB die Haltbarkeit in diesem Nahrboden, der keinen Zucker 
enthalt, etwas gréBer ist. Aus dem getrockneten Filtrat lieBen sich durch 
Ather keine hiamolysierenden Stoffe extrahieren. In die Fallung durch 
Ammoniumsulfat geht die Hauptmenge des Himolysins tiber. Dialysiert 
man das Kulturfiltrat durch Kollodiummembran gegen flieBendes Leitungs- 
wasser, so erhilt sich die himolytische Kraft. Das Hamolysin ist im dia- 
lysierten Filtrate haltbarer als in dem kristalloidhaltigen Filtrate. Die 
eingetrocknete dialysierte Fliissigkeit scheint diese Eigenschaft der besseren 
Haltbarkeit auch gegeniiber dem eingetrockneten Filtrate selbst zu be- 
sitzen. Uber diese und weitere noch im Gange befindliche Versuche soll 
in einem weiteren Beitrag berichtet werden. 


ZusammengefaBt waren die Ergebnisse, soweit sie nicht Bestati- 
gungen altbekannter Fakta sind: 
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1. Die Hamolysinbildung ist in 2proz. Traubenzuckerbouillon mit 
Kreide starker als in choleraalkalischer 5proz. Pepton(Witte)-Bouillon. 
2. Durch Eintrocknung ist das Hamolysin haltbarer zu machen. 

3. Dialyse desselben gegen Wasser, und weiterhin Eintrocknung 
des Dialysats ergibt ein ebenfalls haltbareres Trockenpriaparat. 

4. Dem Zusatz von Kreide kommt keine die Himolysinbildung 
férdernde Eigenschaft zu. Hiernach kénnte die Hamolysinbildung 
mit dem Kohlehydratstoffwechsel zusammenhingen. Hervorgehoben 
sei ferner die bekannte, aber wenig beherzigte Tatsache, daB die voran- 
gegangenen Passagen des Erregers die Himolysinbildung stark beein- 
flussen kénnen und daher bei allen beziiglichen Arbeiten beriick- 
sichtigt werden miissen. 


3* 
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Die Wirkung verschiedener Siuren fes 
auf die Gewebezellen warmbliitiger Organismen. 

" zu 

Von 
roe ; de 
W. W. Radsimowska. wi 
(Aus der Abteilung fiir experimentelle Medizin des bakteriologischen fal 
Instituts in Kiew.) yu 
(Eingegangen am 27. Juni 1923.) - 
; 
Mit 1 Abbildung im Text. un 
we 
In vorhergehenden Arbeiten!) ist die Bedeutung der temporiren di 
Wirkung der H’-Konzentration auf das Gewebe der Milz bei Kaninchen de 


festgestellt worden. Es ergab sich, daB die H’-Grenzkonzentration Be 
der Umgebung, nach deren halbstiindiger Einwirkung die Gewebe 
der Milz bei Kaninchen an der Grenze ihrer Lebensfahigkeit stehen, 


: . : : : : wi 
eine bedeutend héhere sein muB als die, welche im lebenden Organismus 

unter experimentellen oder pathologischen Bedingungen beobachtet H 
werden kann. Schon in den obenerwahnten Arbeiten wurde auf das in 


verschiedenartige Verhalten des Milzgewebes zu Lésungen mit gleicher 

H’-Konzentration hingewiesen, je nachdem es sich um Milchsiure- 

oder Essigsiurepuffer handelte. = 
Der Zweck der vorliegenden Arbeit ist die Priifung der verschieden- 

artigen Wirkung starker und schwacher, organischer und anorganischer 

Sauren auf das Gewebe junger warmbliitiger Organismen. Diese Frage ist 

nach der uns zur Verfiigung stehenden Literatur nur fiir die bestandige 

Einwirkung sauren Mediums auf die Gewebszellen des mehrzelligen 

Organismus gelést worden. So erzielte Albert Fischer) bei Ansiuerung 

des Niahrbodens, auf den die Zellen des Embryogewebes des Hiihner- 

keimes zur Beobachtung des nachfolgenden Wachsens als Gewebe- 

kultur iibertragen wurden, gleiche Wirkung mit verschiedenen Sauren. 


Bei bestaindiger Kinwirkung ist aber die maximale, mit dem Leben mi 

vereinbare H’-Konzentration des Nahrbodens bedeutend kleiner als is 

Mi 

1) Krontowski und Radsimowska, Journ. of Physiol. 56, Nr. 5, 1922; Ay 
»,;Wratschebnoje Delo‘, Nr. 24—26, 1922. 

2) Albert Fischer, The Journ. of exper. Med. 84, Nr. 5, 1921. K 
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die von uns bei halbstiindiger Einwirkung erzielte, und das Gebiet 
der AuBerung der individuellen Wirkung der Sauren bedeutend be- 
schrankt. 

Eigene Beobachtungen. 

Zur Lésung der gestellten Aufgabe sind von uns Schwefel-, Salz-, 
Phosphor-, Essig-, Citronen- und Milchsaure gepriift worden. Jedesmal 
wurde die H’-Konzentration der wirkenden Lésung mittels Gaskette 
festgestellt. 

Der Grad der Lebensfihigkeit des Gewebes, das dem Einflu8 des 
zu priifenden Reagens ausgesetzt war, stellten wir mit Hilfe der Methode 
der Kultivierung der Gewebe auBerhalb des Organismus fest, wobei 
wir uns an das in den vorhergehenden Schriften ausgearbeitete Ver- 
fahren hielten!). Kleine, etwa 0.5mm groBe Stiickchen Milzgewebe eines. 
jungen (2 bis 4 Tage alten) Kaninchens wurden einer halbstiindigen 
Einwirkung der zu priifenden Siaure bei bestimmter pH ausgesetzt. 
Hierauf wurden die Stiickchen mit Ringerlésung griindlich abgespiilt 
und unter die Wachstumsbedingungen der Gewebekulturen gestellt, 
wobei als Nihrmedium das Plasma eines erwachsenen Kaninchens 
diente. Im ganzen wurden 1856 Kulturen untersucht. Zur Bestimmung 
der Intensitait und des Charakters des Wachstums wurden dieselben 
Bezeichnungen angewandt wie auch in den vorhergehenden Arbeiten?). 

Tabelle I gibt die bei Anwendung von HCl erzielten Resultate 
wieder (286 Kulturen aus 22 Kaninchen). 

Die erforderlichen Lésungen von HCl, wie auch die folgenden von 
H,SO,, wurden durch das Auflésen einer bestimmten Quantitaét HCl 
in einer von Carrel vereinfachten Ringerlésung gewonnen®*), 

Tabelle I. 
Die Wirkung von Salzsaure. 





Nr. pH Wachstum der Kulturen Bemerkungen 
1 4,26 oo a 
2 3,70 bis 3,50 ff i. ot 
3 3,24 ++(+) xxx 
4 | 3,15 bis 3,10 + sex 
5 285 , 282 (+) x(x) 
6 | 268 . 2,62 —_ 
Kontr. — fb > a 
1) Le. 


2) Das Wachstum der Fibroblasten in einer der Kontrollkultur ahnlichen 
mit drei geraden Kreuzchen, ein geringeres, entsprechend wie 2, 1, oder mit 
einem eingeklammerten Kreuz, ein gréBeres als das in der Kontrolle beob- 
achtete mit vier geraden Kreuzen. Das Fehlen des Wachstums durch ein 
Minuszeichen. Die Emigration der Wanderzellen durch eine entsprechende 
Anzahl schrager Kreuze. 

3) Krontowski und Polew, Die Methoden der Gewebekultur (russ.). 
Kiew 1913. 
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Wie die Tabelle zeigt, ist die H’-Grenzkonzentration der HCl- 
Lésungen, deren Einwirkung einige Zellen des Gewebes der Milz noch 
zu ertragen vermoégen, diejenige, die pH = 2,85 entspricht. 

Bei Beobachtung des nachfolgenden Wachstums der Kulturen 
nach bedeutenden, jedoch nicht tédlichen Konzentrationen der H(C1- 
Lésungen kann man oft sehen, daf die Fibroblasten in der Zone des 
Wachstums schon nicht mehr erscheinen, wahrend die Polyblasten 
noch eine Emigration zeigen; bei annahernder Grenzkonzentration 
sind jene gréBer, kérniger und dunkler. 

Dem Vorhergehenden ahnliche Ergebnisse erhielten wir bei Ein- 
wirkung von H,SO,, wie Tabelle II zeigt (234 Kulturen aus 14 Ka- 
ninchen). 


Tabelle II. 


Die Wirkung von Schwefelsaure. 





Nr. pH | Wachstum der Kulturen I Bemerkungen 

1 | 43 bis 4,1 + + + x x x 

. 4 3,4 ++ x xX xX | 

3 3,1 bis 2,95 +(+) x x(x)! In einigen Versuchen entsprechen 


die Fibroblasten in ihrer Quantitat 
einem +, die Polyblasten x x. 


4 | 2,85 , 2,82 (+) x(x) Bisweilen nur (+). 
5 | 268 , 2,60 — 
Kontr. || “= +++ “xxx 


Wie die Beobachtungen lehren, besitzt das Milzgewebe des jungen 
Kaninchens Schwefelsiure gegeniiber die gleiche Widerstandsfahigkeit 
wie gegenitiber Salzsiure. Was 
den Charakter des Wachstums 
anbetrifft, so beobachteten wir 
bei annihernder H’-Grenz- 
konzentration rings um das 
Stiickchen nur einige groBe 
Fibroblasten mit einem un- 
geheuren, fast den ganzen 
K6rper des Fibroblastes aus- 
filllenden Kern mit wenig 
dunklem, kérnigem Proto- 
plasma; haufiger jedoch wur- 
den bei derselben p# zahlreiche 
groBe, dunkle, kérnige Poly- 
blasten und volliges Fehlen 

ecate von Fibroblasten beobachtet. 
Wahrscheinlich spielt in diesem Falle auch der Charakter des Stiickchens 
selbst eine groBe Rolle, seine Armut an diesen oder jenen Zellelementen. 
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Eines der beschriebenen Bilder des Wachstums (des letzten) wird durch 
die beiliegende Mikrophotographie illustriert. 

Hierauf wurde die Wirkung von Phosphorsiure untersucht. Dazu 
wurden Mischungen von Mononatriumphosphat mit Phosphorsaure in 
verschiedenen Mengenverhiltnissen angewandt (234 Kulturen aus 


9 Kaninchen). 


Die Isotonie der Lésungen wurde durch phosphorsaures Natron 








hergestellt. 
Tabelle IIT. 

Die Wirkung von Phosphorsiure. 
Nr. pH Wachstum der Kulturen | Bemerkungen 
1 5,0 bis 4,5 +++ “x x! Off ++++ xxx 
2 42 4 3,9 + + + x x Oft + ++ ee 
3 38° , 34 ++ +4 x x 
4 $ 4. pe 
5 3,1 bis 2,98 +(+) x Oft (+) 
6 SB. S16 - 
7 2,5 —_ 

Kontr. os +++ oe me 

Wie aus Tabelle III ersichtlich, tritt der Tod bei etwas geringerer | 


p¥ ein, als dieses bei den Untersuchungen mit Salz- und Schwefel- 
siure der Fall war, dennoch aber sehr wenig von diesen entfernt. Hier 
ist es notwendig, das reichliche Wachstum der Fibroblasten zu _ver- 
merken, das manchmal in seiner Uppigkeit das Wachstum der Kontroll- 
kulturen iibertraf (bei pH = 4,5 bis 5,0). 

Die nichstdem gepriifte Siure war Citronensiure in Gestalt eines 


citronensauren Puffers. 


Die Isotonie wurde durch citronensaures Natron erzielt. 


Tabelle IV. 


Die Wirkung des citronensauren Puffers. 





Nr. pH 

1 5,37 bis 5,26 
2 5,08 , 5,07 
3 49 , 4,89 
4 468 , 4,56 
5 4,29 , 4,25 
6 4,20 , 4,17 
7 | 4,05 , 3,99 
Rai 3,72 

9 3, 


Kontr. — 





Wachstum der Kulturen |! Bemerkungen 


+++ xxx 

ee x x &X 

+++ <“xx 

ee ey x x XK 

++ + ae uM: x 

+ + x x 
aa (x) || Selten ++ x x 
(x) Bisweilen « xX 


+++ xXx xX] 


Hier trat schon die giftigere Wirkung der Citronensdure zutage, 
die tédlich wirkende H’-Konzentration ihrer Lésung ist wngefahr 
zehnmal kleiner als die der HCl. 
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Die Anwendung von Milchsiaure als Puffer ergab folgendes (596 Kul- 
turen aus 26 Kaninchen). 
Tabelle V. 
Die Wirkung des milchsauren Puffers. 





Nr. | pH ! Wachstum der Kulturen | Bemerkungen 
1 5,67 ++ + ae 
2 5,37 +++ ‘SEK 
3 | 5,15 +++ wer Oe 
f 5,06 +++ «xxx 
5 4,79 bis 4,74 |}+ + + oe Bisweilen ++ 
6 452 , 4,46 + + x a <. Bisweilen + 
7 421 , 4,14 a x « + 
8 4.04 — Einmal (+) 
9 4,88 — 
Kontr, | — + +4 4 5 a 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, wurde bei Benutzung des Milch- 
siurepuffers bei pH = 4,04 nur einmal eine Kultur mit Wachstum 
einiger Fibroblasten beobachtet ; die H’-Grenzkonzentration der Lésung, 
nach welcher kein Leben mehr wahrnehmbar war, ist eine Konzentration 
mit pH = 4,14 bis 4,21. Bisweilen konnte man beobachten, daB bei 
anniihernder H’-Grenzkonzentration im Laufe der ersten 3 bis 5 Tage 
sich gar keine Anzeichen von Wachstum zeigten, und nur spiiter er- 
scheinen an einzelnen Stellen des Stiickchens in Facherform oder sich 
miteinander verflechtend, einzelne Gruppen von Fibroblasten. Hier 
muB eine groBe Bestaindigkeit der Fibroblasten vorhanden sein, die 
sich anscheinend standhafter gegeniiber dem Anwachsen der H’-Ionen 
verhalten als die Polyblasten. 

Noch giftiger erwies sich Essigsiure in Gestalt des essigsauren 
Puffers, wie Tabelle VI zeigt (320 Kulturen aus 14 Kaninchen). 


Tabelle VI. 
Die Wirkung des essigsauren Puffers. 





Nr. pH || Wachstum der Kulturen Bemerkungen 
1 I 6,25 [+++ Ce 
2 i 5,95 ais hc xx 
3 || 5,53 bis 56,49 | + + + x x 
4 | 5,37 }+++ Oe 
G4 5,29 | ++ (x) Oft + + 
6 §,21 os Bisweilen +(+) x 
7 i 5,10 | (+) In einer Kultur. 
8 {| 4,89 i — 
Kontr. | _ }t+++ “x x 


Die Essigsiiuremischung erwies sich als die giftigste von allen 
untersuchten Mischungen; die tédliche H’-Konzentration ist ungefihr 
zehnmal kleiner als bei milchsaurem Puffer. 
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Hinsichtlich der Widerstandsfihigkeit der verschiedenen Arten 
von Gewebezellen gegeniiber der untersuchten Siaure ist auf dieselbe 
Erscheinung hinzuweisen, die von uns schon bei Untersuchungen mit 
Milchsaure beobachtet worden ist. Bei Erhéhung der p# verschwinden 
aus dem Gesichtskreise zuerst die emigrierenden Elemente; die Fibro- 
blasten dagegen fahren fort zu wachsen, wobei sich bisweilen wunder- 
liche Formen ergeben. 

Wenn man die von uns erzielten Resultate zu bequemerem Ver- 
gleiche in einer Tabelle zusammenfaBt, so erhalten wir eine Tabelle 
der Siurengrenzkonzentrationen, bei welchen noch ein weiteres Wachs- 
tum moglich ist, wenn auch nur in geringem MaBe und mit beschadigtem 
Charakter der Gewebekultur. 


Tabelle VII. 
Die H’-Grenzkonzentrationen der untersuchten Sauren. 





Benennung der Saure pH der Lésung Benennung der Saure |p der Lésung 
Schwefelsiure .... 2,85 Citronensiure ... 3,99 (3,72) 
Salzsfure ...... 2,85 Milchsfure .... . 4,14 (4,04) 
Phosphorséure ... . 2,98 Essigsiure .... . | 5,21 (5,10) 


Besprechung der Ergebnisse. 

Zu welchen SchluBfolgerungen kann man nun auf Grund der 
erhaltenen Ergebnisse gelangen? Die Antwort ist eindeutig: Bei 
halbstiindiger Einwirkung verschiedener Saiuren auf das Milzgewebe 
des Kaninchens, abgesehen dem p# der Lésung, spielt der Charakter 
der Siure zweifellos eine Rolle. 

Die von mir untersuchten Siéuren kénnen nach aufsteigendem 
Giftigkeitsgrade folgendermaBen geordnet werden: 

H,SO,; HCl << H,PO, < ac. citric. < ac. lact. < ae. acet. 

Zur Erlangung eines gleichen Giftigkeitsgrades muB die Lésung 
von HCl oder H,SO, 230 mal konzentrierter sein als die Lésung der 
Essigsaure. 

Auch mu8 man annehmen, da das Verhalten der Gewebezellen zu 
untersuchten organischen und anorganischen Siuren ein verschiedenes 
ist. Wahrscheinlich ist die Plasmahaut fiir H’-Ionen undurchlissig, 
aber ihre Durchlassigkeit fiir andere Ionen und undissoziierte Molekiile 
wechselt, abhangig von pH der sie umgebenden Lésung. 

Man kann annehmen?), da die Saure bei ihrer Einwirkung auf die 
Zelle in erster Linie mit der Plasmahaut in Beriihrung kommt, und da 
diese Haut fiir H’-Ionen und die undissoziierten Teile der starken 


1) Vgl. Hober, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe 
485, 1922. 
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Saure undurchlissig ist, so spielt sich der ProzeB bei HCl, H,SO, 
und H,PO, an der Oberflache der Zelle ab; wenn wir nun allmahlich 
die Konzentration der H’-Ionen erhéhen, erreichen wir schlieBlich eine 
solche, bei welcher eine Reaktion der Saiure mit den einzelnen Bestand- 
teilen der Plasmahaut méglich ist. Dabei wird die Plasmahaut be- 
schiidigt und durchlassig fiir H’-Ionen; das Zellprotoplasma geht zu- 
grunde, wenn es mit den H’-lonen jener Konzentration in Beriihrung 
kommt, die die tédliche bei weitem tbersteigt. 

Anders verhilt es sich mit organischen Saiuren. Solche Sauren 
bediirfen nicht einer Destruktion der Plasmahaut, um in Gestalt von 
undissoziierten Molekilen in die Zelle einzudringen, da diese Haut 
fiir sie schon durchlassig wird, wenn die p# der sie umgebenden Lésung 
ein fiir jede Siure bestimmtes Maximum erreicht, das noch nicht ver- 
derblich auf die Plasmahaut wirkt. Indem die Saure dann in das Innere 
der Zelle diffundiert, dissoziiert sie dort, tritt in Binnenreaktion mit 
dem Zytoplasma ein und bedingt eine standige Verainderung des 
Protoplasmas, die das Absterben der Zelle herbeifiihrt. Es ist 
moglich, daB das Umkommen der Zelle entsteht durch verschiedenes 
p4 in Abhangigkeit von den Anionen der Sauren, obgleich dagegen 
gutes Wachstum der Kultur nach halbstiindiger Einwirkung der 
Lésungen mit derselben Konzentration der Anionen bei neutraler und 
schwachsaurer Reaktion spricht. 

Von anderen Autoren an anderen Objekten erhaltene Resultate 
geben auch einiges Recht zu obigen Annahmen. 

So studierte Newton Harvey) die Wirkung von Sauren auf Holothurien 
(Stichopus ananas), bei denen sich unter dem Epithelium der inneren 
Organe rotes Pigment befindet, das in saurem Medium eine gelbe Farbung 
annimmt. Es erwies sich, daB, wahrend Mineral-, Oxal- und Citronensaure 
ziemlich langsam eindringen, das Eindringen vieler schwacher Sauren 
schnell verliuft, mit verschiedener Schnelligkeit fiir die verschiedenen 
Sauren. Medusen (Rhizostoma), die Bethe*) in Seewasser mit einer Beigabe 
von Neutralrot gelegt hatte, saugten diese Farbe auf und farbten sich 
orangefarben. Wenn man nun zum Seewasser so viel HCl hinzufiigt, daB 
das Wasser sich rot farbt, so verlieren die Medusen ihre urspriingliche 
Farbe im Laufe von vielen Stunden nicht; die Farbung halt sich sogar 
nach dem Eintritt der Saurelahmung und geht erst mit dem Tode der Meduse 
in Rot iiber, was fiir die Undurchlassigkeit der unbeschadigten Plasmahaut 
fiir HCl spricht und mit den von uns erzielten Ergebnissen fiir Gewebe- 
zellen warmbliitiger Tiere iibereinstimmt. 

Auch nach Barratt*) spielt bei der Wirkung verschiedener Sauren auf 
Infusorien der Charakter der Saéure eine bedeutende Rolle, desgleichen 
nach Paul, Bierstein und Reuss‘) bei der desinfizierenden Wirkung der 


1) Newton Harvey, Journ. of exper. Zool. 10, 507, 1911. 
°) Bethe, Pfliigers Arch. 127, 219, 1909. 

8) Barratt, Zeitschr. f. allgem. Physiol. 4, 438, 1904. 

4) Paul, Bierstein, Reuss, diese Zeitschr. 29, 1910. 
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Sauren auf Bakterien. Nach Brenner!) dringen starke anorganische 
Sauren, wie HCl, H,SO, und H,PO,, desgleichen auch stark dissoziierende 
organische Séuren, wie Citronensiiure u. a. in die unbeschiadigte Zelle 
(Rotkohl) sehr langsam ein. Nach Barratt?) spielt auch der Charakter der 
Saure bei ihrer Wirkung auf Paramizien eine bedeutende Rolle. So ist 
Essigsiure viermal, Milchséiure dreimal giftiger, als man infolge ihrer 
Konzentration erwarten kénnte. Geuylard*) untersuchte die Wirkung des 
sauren Mediums auf die Lebensdauer der Fische. Er stellte die folgende 
Reihe der Wirkung: Propionséure > Essigsiure > Milchsiure > Phosphor 
siure. Hober aufBert in seiner ,,Physikalische Chemie der Zelle und der 
Gewebe“ den Gedanken, da8 die geringe Durchlassigkeit der Pflanzenzellen 
fiir stark dissoziierende Sauren fiir bewiesen gelten kénne. 

Unsere Untersuchungen sprechen dafiir, da anorganische Sauren 
(HCl, H,SO,, H,PO,) auch fiir die Gewebezellen warmbliitiger Organismen 
undurchlassig sind. Was die stark dissoziierende organische Citronensaure 
betrifft, so mu man sie eher der Gruppe der schwach dissoziierenden 
organischen Sauren anreihen, unter denen die Essigsiiure am ausgeprigtesten 
die Eigenschaft der Durchliassigkeit der unbeschidigten Plasmahaut besitzt. 


Zusammenfassung. 

1. Auf den Verlust der Lebensfaihigkeit der Milzgewebezellen von 
jungem Kaninchen hat bei halbstiindiger Bearbeitung des Milzgewebes 
mit Saurelésungen sowohl die pH der Lésung als auch der Charakter 
der angewandten Saure Einflu’. 

2. Die Reihe der untersuchten Sauren nach ihrem Giftigkeits- 
grade geordnet, ist: 

HCl, H,SO,< H,PO, < ac. citric. < ac. lact. < ac. acet. 

3. Am widerstandsfahigsten sind die Gewebezellen der Milz gegen- 
iiber HCl und H,SQ,, deren H’-Grenzkonzentration bei p# = 2,85 liegt. 

4. Weniger widerstandsfahig ist das Milzgewebe gegeniiber halb- 
stiindiger Einwirkung untersuchter organischer Sauren, von denen 
sich unter allen untersuchten die Essigsiure am giftigsten erwies; 
ihre H’-Grenzkonzentration fiir das Wachstum wurde bei p# = 5,21 bis 
5,10 bestimmt. 

5. Eine entscheidende Rolle hinsichtlich des Giftigkeitsgrades von 
Lésungen mit gleicher H-Konzentration spielen die undissoziierten 
Molekiile der Saure. 

6. Die Wasserstoffionen dringen nicht in das Innere der un- 
beschadigten Zelle ein, aber sie férdern das. Eindringen der undisso- 
ziierten Sauremolekiile. 

7. Die verschiedenen Zellen des Milzgewebes des Kaninchens ver- 
halten sich ungleich gegeniiber der angewandten Saure. 


1) Brenner, zit. nach Héber, Physik. Chem. d. Zelle u. d. Gewebe 1922, 

2) Barratt, Zeitschr. f. allgem. Physiol. 4, 438, 1904. 

3) Geuylard, C. r., hebd. des seanc. de |’Acad. des sciences. 175, 
1243, 1922. 








Der Fettstoffwechsel bei der Avitaminose. 


II. Mitteilung. 


Der Gehalt des Blutes bei normalen, hungernden, avitaminésen und phosphor- 
vergifteten Ratten an Gesamtfett, Neutralfett, Cholesterin und Cholesterinester. 


Von 
Kazuo Asada (Kioto, Japan). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen 
Instituts der Universitit Berlin.) 


(Eingegangen am 5. August 1923.) 


In meiner ersten Mitteilung zum Fettstoffwechsel bei der Avita- 
minose habe ich den Gesamtfett- und Cholesteringehalt des Kérpers 
bei normaler und avitaminéser Ernahrung untersucht und gefunden, 
daB bei der Avitaminose der prozentige Totalfettgehalt wie auch der 
Neutralfettgehalt des Kérpers abnimmt, und daB der Cholesteringehalt 
des avitaminésen Ko6rpers, wenn auch nicht ganz so stark wie der 
Totalfettgehalt, ebenfalls reduziert ist. Das gleiche gilt auch fiir den 
mit vitaminhaltiger Kost unterernahrten Kérper. Diese Abnahme 
des Totalfettgehaltes ist vor allem auf die Einschmelzung der Fett- 
depots zu beziehen. Die Lipoide, soweit sie das Lecithin und Kephalin 
umfassen, nehmen daran nicht teil, wenn man den Prozentgehalt der 
jeweiligen K6érpermassen an ihnen der Rechnung zugrunde legt. Im 
Verlaufe der Avitaminose vermindern sie sich im Verhaltnis zu dem 
dabei eintretenden Weichteilschwunde, darum bleibt der Lecithin- und 
Kephalingehalt des Gehirns prozentig auf normaler Héhe [Naito?)], 
darum fand Ciaccio*) den Lipoidgehalt der avitaminésen Tauben- 
muskeln meist normal und nur ausnahmsweise etwas vermindert. 
darum stellten auch Collazo und Bosch*) bei ihren Versuchen keine 
nennenswerte Anderung im Phosphatidgehalt des Blutes avitaminéser 
Tiere fest. Wesentlich anders liegt es bei dem Neutralfett. Der avita- 
minése Kérper wird prozentig mit der fortschreitenden Avitaminose 


1) H. Naito, nach dem Manuskript zitiert. 

*) Ciaccio, Arch. di Farmac. sperim. e Scienze offices 24, 1917. 

3) Collazo und Bosch, Uber den Fettgehalt des Blutes bei der Avita- 
minose. Diese Zeitschr. 141, 1923. 
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immer armer an diesem Fette, weil hier die Fettdepots sukzessive 
eingeschmolzen werden und eine neutral-fettarme Kérpermasse zuriick- 
bleibt. 

Wenn so auch der Totalfettgehalt und besonders der Neutral- 
fettgehalt des ganzen avitaminésen Kérpers abnimmt, so schlieBt das 
natiirlich nicht aus, das einzelne Organe bei der Avitaminose doch 
fettreicher werden kénnen. Das sehen wir z. B. am Knochenmark, 
das sich, wie noch neuerdings [shido!) experimentell zeigte und seit 
langem auch von der menschlichen Avitaminose bekannt ist, in Fett- 
mark verwandeln kann, oder wenn, worauf kiirzlich Susuki in einem 
Vortrage, den er iiber Vitamine in Tokio (Universitit Keio, April 1923) 
hielt, hinwies, in verschiedenen Organen, besonders in der Niere und 
der Leber das Neutralfett zunimmt. In diesen Fallen ist aber die Fett- 
zunahme einzelner Organe der Ausdruck einer vorhandenen Stoff- 
wechselstérung, bei der sich an Stelle hochwertigen Gewebes funktionell 
minderwertiges Gewebe setzt. Diese pathologischen Fetteinlagerungen 
in einzelnen Organen kénnen aber nicht verhindern, daf durch die 
gewaltige Einschmelzung der groBen Fettdepots dennoch der avita- 
minése Koérper an Fett verarmt, wie ich nachwies. 

Beim Blute liegen die Verhiltnisse komplizierter. Denn das Blut 
ist, abgesehen davon, daB es als zellhaltiges Organ natiirlich auch 
einen gewissen eigenen Fettgehalt hat, doch in erster Linie das Transport- 
mittel bei dem Gesamtfettstoffwechsel des Kérpers. Das Blut fiihrt 
das Nahrungsfett den Zellen zu, und das Blut nimmt aus den Fett- 
depots freiwerdendes Fett auf und tut das gleiche auch bei den im 
Verlaufe degenerativer Prozesse in den Zellen freiwerdenden Fett- 
substanzen. 

Die oben angefiihrten Beobachtungen iiber die Einschmelzung der 
Fettdepots auf der einen Seite und die pathologisch gesteigerte Fett- 
ablagerung in einzelnen Organen auf der anderen Seite zeigen, dab 
im Verlaufe der Avitaminose neben der verstarkten Fettvernichtung 
auch Stérungen in der Fettverteilung auftreten, an denen ebenfalls 
das Blut als Transportorgan fiir das Fett irgendwie beteiligt sein muB. 

Aus diesen Uberlegungen geht hervor, daB die Untersuchung des 
Blutfettes bei der Avitaminose unter verschiedenen Bedingungen eine 
unerlaBliche Voraussetzung fiir den Einblick in die Fettstoffwechsel- 
stérungen bei dieser Krankheit ist. Aus der Blutfettuntersuchung 
kénnen wir wichtige Riickschliisse ziehen: Einmal auf die Fahigkeit 
der Ko6rperzellen, Fett zu assimilieren oder zu stapeln, zweitens auf 
den Ablauf der Einschmelzung der Fettdepots und den degenerativen 
Protoplasmazerfall und drittens iiberhaupt auf alle Vorgiinge der Fett- 


1) Ishido, diese Zeitschr. 187, 1922. 
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verschiebung innerhalb des avitaminésen Kérpers. Uber den Blut- 
fettgehalt bei der Avitaminose wissen wir aus den Arbeiten von Ogata’), 
Collazo®) und Shinoda), da& derselbe im allgemeinen gesteigert ist. 
Collazo stellte in Sonderheit fest, daB in den ersten Wochen der Avita- 
minose nach einer ganz kurzen Zeit der Hypolipimie der Blutfett- 
gehalt rapide anwachst, da er dann allmiahlich wieder abfallt, aber 
auch in der spateren Zeit der Krankheit in der Regel etwas itiber dem 
normalen Werte bleibt. Dieses Verhalten erklart sich daraus, daB im 
ersten Stadium der Avitaminose die einschmelzenden Fettdepots groBe 
Fettmengen an das Blut abgeben, ohne daB diese Fettmassen sofort 
wieder von den Zellen aufgenommen werden kénnen. Eine verminderte 
Stapelungsfaihigkeit des Kérpers fiir Fett, wie ich sie fand, und eine 
verminderte Assimilationsfihigkeit der Kérperzellen fiir Fett werden 
an diesem Phainomen in gleicher Weise beteiligt sein. Denn auf die 
verminderte Assimilationsfihigkeit der Zellen fiir Fett deuten auch 
die alimentiaren Lipamieversuche Collazos*) hin, der zeigte, daB nach 
peroraler Zufuhr von Fett beim avitaminésen K6rper die dadurch 
bewirkte Blutfetterhéhung langere Zeit anhalt als beim normalen 
Organismus unter sonst gleichen Bedingungen. Die Herabsetzung der 
Fettoxydation bei der Avitaminose erklart sich nach Susuki5) aus 
dem Mangel des das Fett stark oxydierenden Faktors A. Man kénnte 
daran denken, daB die Zellen das Blutfett deshalb nicht im normalen 
Tempo aufnehmen kénnen, weil infolge der herabgesetzten Fettoxydation 
in den Zellen die Zuginge des Protoplasmas fiir das Blutfett durch 
nicht oxydiertes Fett gewissermaBen verstopft sind. Wenn in den 
spiteren Stadien der Avitaminose der Blutfettgehalt sinkt, ohne aber 
doch den Normalwert zu erreichen, so laBt sich diese Erscheinung 
daraus ableiten, daB nunmehr die Fettdepots als Blutfettquellen zu 
flieBen aufhéren, daB das Blut nur noch auf die Nahrungsfettquellen, 
und das gerade in diesem Stadium bei dem besonders starken degene- 
rativen Protoplasmazerfall freiwerdende Fett angewiesen ist. So 
kann also in der spiteren Zeit der Avitaminose der Blutfettgehalt, 
wenn er tiberhaupt erhéht ist, nur unwesentlich gesteigert sein. 
Wenn auch in diesen Erscheinungen schon Vorginge der Fett- 
verschiebung innerhalb des K6rperfettes, und zwar besonders innerhalb 
der Quote, die nicht unmittelbar vom Darm gerade zur Resorption 
gekommen ist, zum Ausdruck gelangen, so kann man diese Prozesse 


1) T. Ogata, Japanische Ber. f. Pathol., X. Jahrg., 1920. 

2) Collazo, 1. ¢. 

8) G. Shinoda, Ber. f. d. japanische Beriberi-Studien-Komitee, April 
1923. 

*) Collazo, 1. c. 

5) M. Susuki, 1. c. 
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der Fettverschiebung doch noch durch besondere Versuchsanordnungen 
genauer studieren. Eine Méglichkeit dazu ist mit der Phosphorvergiftung 
des Kérpers gegeben. 

Bei der Phosphorvergiftung findet nimlich nach den Versuchen 
von Athanasiu') eine Wanderung des Fettes aus verschiedenen Kérper- 
provinzen nach der Leber zu statt. Da auBerdem gleichzeitig auch 
je nach den besonderen anderweitigen Bedingungen eine gesteigerte 
oder verminderte Fettverbrennung Platz greift, aindert nichts an der 
Grundtatsache, daB sich bei der Phosphorvergiftung die Leber auf 
Kosten des iibrigen Koérpers mit Fett anreichert. Diese Fettwanderung 
mus auch am Blute zum Ausdruck kommen. Ihr Umfang wird ab- 
hangen von der Phosphordosierung, von der Lebensdauer der phosphor- 
vergifteten Tiere und von dem Fettvorrat des Kérpers. 

Diese Fettwanderung aber muB sich auch am _ Blutfettgehalt 
nachweisen lassen. 

In meiner vorliegenden Arbeit habe ich nun an 35 Ratten folgende 
Fragen untersucht: 

Wie verhialt sich der Blutfettgehalt (Gesamtfett, Neutralfett, 
Cholesterin, Cholesterinester) 

1. bei vitaminreich ernihrten Tieren ¢ 
. bei hungernden Tieren ? 
. bei vitaminfrei ernihrten Tieren ? 
. bei vitaminreich ernahrten und mit Phosphor vergifteten 
Tieren ¢ 
5. bei hungernden, mit Phosphor vergifteten Tieren ? 
6. bei vitaminfrei ernihrten und mit Phosphor vergifteten 
Tieren ? 

Die Versuchsanordnung war diese: Alle Tiere erhielten genau die gleiche 
Nahrung. Die Hungertiere waren mit dieser Nahrung ebenfalls 2 bis 3 Wochen 
gefiittert worden und hatten dann 4 Tage nur Leitungswasser erhalten. 
Die vitaminhaltig ernahrten Tiere einschlieBlich der Hungertiere bis zum 
Beginn der Hungerperiode hatten diese Nahrung im nichtautoklavisierten 
Zustand bekommen, im Gegensatz zu den vitaminfrei ernahrten Ratten, 
fiir die der Speck der Nahrung 5 Stunden bei 155°C und die iibrigen Nahrungs- 
bestandteile 3 Stunden bei 130°C im Autoklaven erhitzt worden waren. 
Das Vitamin im Speck ist bekanntlich sehr schwer zu zerstéren. Die Nahrung 
bestand pro Tier und pro Tag berechnet aus folgenden Komponenten: 


hm Cw bo 


Pome meme ae PO Be 
Os fcc eS es eo ke ee 
WeizeneiweiB ........ 0,5g 
WO ec en es 
Mohrriiben (frisch). .... . 3,0g 
(oder getrocknet 0,4 g) 
Osbornsalzgemisch . .... . 0,3g 


Aqua destillata ad libitum. 
1) Athanasiu, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 74, 511—560, 1899. 
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Der Reis wurde mit dem Wasser gekocht und danach wurden zu dem 
Reisbrei die anderen Stoffe zugesetzt. Bei den vitaminfrei ernahrten Tieren 
war der Reis vorher sorgfaltig mit Wasser gewaschen worden. 

Bei den vitaminreich und vitaminfrei ernahrten Tieren wurde am 
70. Tage der Fiitterung die Blutanalyse gemacht. Bei einigen Tieren dieser 
Gruppen wurde bis zum 111. Versuchstage mit der Blutanalyse gewartet. 

Bei den mit Phosphor zu vergiftenden Tieren wurde folgendermaSen 
vorgegangen. Jedes Tier erhielt eine einzige subkutane Injektion einer 
lproz. Lésung von Phosphor in Olivenél. Die Injektion wurde allemal 
4 Tage vor der Blutanalyse gemacht. Die Dosierung wurde nach Sacchetto') 
so gewahlt, daB jede Ratte auf 100g Kérpergewicht 0,33 mg Phosphor 
erhielt. Bei dieser Dosierung hat Sacchetto an Kaninchen und Meerschwein- 
chen und habe ich an Ratten gefunden, daB sich bei normalen Tieren das 
typische Bild der Phosphorleber entwickelt. Da nun bei den mit Phosphor 
vergifteten Tieren auch gleichzeitig etwa 0,033 ccm Olivenél subkutan 
injiziert wurden, habe ich in besonderen Versuchen gepriift, ob eine sub- 
kutane Injektion von Olivenél in diesem Umfange 4 Tage spater einen 
Einflu8 auf den Blutfettgehalt hat. Das ist nicht der Fall. Ich habe bei 
diesen Kontrollversuchen pro 100g Normalratte genau ebensoviel reines 
Olivené] subkutan injiziert, als ich hatte injizieren miissen, wenn ich das 
Tier mit der ihm zustehenden Phosphorsolution in Olivenél hatte vergiften 
wollen. 4 Tage spater wurde dann die Blutanalyse gemacht. Die Analysen- 
zahlen geben in allen meinen Versuchen den Prozentgehalt der betreffenden 
Substanz auf das frische Blut berechnet an. 


Tabelle I. 
Mit vitaminhaltigem Futter genihrte Ratten und einmaliger 
Olivendlinjektion. (Durchschnittswerte. ) 





Clenawetiott 66 vowed acess OAS Dios: 
pe ane: eres eee 
RE i kk eke ae uO, oe 
Cholesterinester ...... . 0,078 ,, 
Ratte Nr. || 30 31 35 
| 
Rbeperpuwiehs in g am ‘Tago - 
Olivendlinjektion SEN isa on 98 110 85 
Olivenélgabe incem ..... ./| 0,032 0,036 | 0,028 
Gesamtfett ... 0,111 0,136 | 0,118 
Neutralfett | gini00g | 0.051 0,077 | 0,072 
Cholesterin ... | frischem Blute, 0,060 0,059 0,046 
Cholesterinester 0, 050 0,091 | 0,092 


Die chemische Analyse en nach der Methode von Bang gemacht. 
Dazu bemerke ich folgendes. Die Filterblattchen werden am besten in 
einem Gemisch von Alkohol und Petrolaither ausgekocht und in dem Ge- 
misch tiber Nacht stehengelassen, um dann an der Luft getrocknet zu 
werden. Es ist ratsam, den Petrolather nicht im Reagenzglas abzudestillieren, 
sondern ihn nach vollendeter Extraktion gleich in ein Becherglas tiber- 
zusplilen, welches beim Erwarmen auf einem elektrischen Sandbade mit 
einem Tuche umwickelt wird. Auf diese Weise verdunstet der Petrolither 


1) Italo Sacchetto, Frankfurter Zeitschr. f. Pathol. 28, H. 1/2, 8. 131 
— 140, 1922. 
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vollkommen und hinterlaBt keine Spur eines Geruchs, wahrend das Ver- 
dunsten im Reagenzglas sehr beschwerlich ist. Alle GefaBe, auch die Mikro- 
biiretten sind stets itiber Nacht in Schwefelbichromatlésung stehenzulassen. 

Die Blutanalysen wurden immer vom Blute der Schenkelvenen ge- 
macht. Bei der Blutentnahme mu8 man darauf achten, daB das Blut 
nicht mit den Haaren des Fells in Beriihrung kommt. Vor der Blutentnahme 
wurde jede Ratte 12 Stunden hungern gelassen. 

Jede Ratte konnte nur zu einer Blutentnahme benutzt werden, da 
die Tiere gewéhnlich danach starben. Deshalb sind auch fiir jede Versuchs- 
gruppe immer wieder neue Tiere benutzt worden. 

Ich habe schon gesagt, da ich das Blut der Tiere am 70. Tage der 
Fiitterung, bei manchen auch am 111. Tage derselben analysierte. Am 
70. Tage der Fiitterung befanden sich die avitaminés ernahrten Tiere 
bereits im Stadium der ausgesprochenen Avitaminose, wie aus der K6rper- 
gewichtsabnahme hervorging. Die Fettdepots muSten also in der Ein- 
schmelzung begriffen sein. Es war darum zu erwarten, daB diese Tiere 
bereits sich dem Stadium der hochgradigen Bluthypeclipamie naherten 
oder vielleicht gerade dabei waren, es zu tiberschreiten. Bei denjenigen 
Tieren, bei denen am 111. Tage der Fiitterung das Blut analysiert wurde, 
waren die Fettquellen fiir das Blut, soweit sie in den Fettdepots des Korpers 
zu suchen sind, aber schon weitgehend erschépft. Hier waren also normale 
oder nur wenig iibernormale Blutfettwerte zu erwarten. Ich habe nun die 
Durchschnittswerte fiir die verschiedenen Blutfettbestandteile bei den 
einzelnen Tiergruppen berechnet und sie in folgenden Tabellen zusammen- 
gestellt. 





Tabelle 11. 
Vinabrte Tiege | Hungertiere | Visors, erupt 
Proz. Pits Proz. Na Proz._ es 
Gesamtfett ......... 0,124 0,106 0,148 
I fo i aint Catae 0,070 0078 0,045 
CRIN oye Sule cts <a 0,054 | 0,028 0,094 
Cholesterinester ....... | 0,086 | 0,098 | 0,170 
Phosphorvergiftete Tiere. 
ME <n eu: 8 ee 0,127 0,128 0,187 
A: ee 0,069 0,102 0,107 
MN oS eae ae 0,059 0,026 0,081 
Cholesterinester ....... 0,360 0,339 0,412 
Vitaminfrei ernaihrte phosphorvergiftete Tiere, 111. Tag. 

OPOMMEIGIOUD. es eee ee 0,126 — | — 
moumemees oS. Se ee. 0,073 ote oa 
SENN eS. Seer’ 0,053 -- — 
Cholesterinester ....... 0,119 — | —_ 


Aus diesen Tabellen ergibt sich, da bei der gewahlten Ernaihrung, 
die ja hinsichtlich ihres EiweibB-, Fett-, Kohlehydrat- und Salzgehaltes 
bei allen Tieren die gleiche war, und da bei der Dauer dieser Ernithrung 
der Blutfettgehalt bei den avitaminésen Tieren etwas hoher ist als 
bei den Normaltieren, daB er bei den Hungertieren aber am niedrigsten 
ist. Nach der Phosphorvergiftung bleibt der Blutfettgehalt bei den 





Biochemische Zeitschrift Band 142. 4 








ne ee 








50 K. Asada: 


normal ernahrten Tieren ungefihr normal. Bei den Hungertieren ist 
der Blutfettgehalt nach der Phosphorvergiftung im Vergleich zu einfach 
hungernden Tieren etwas erhéht. Das erklirt sich aus der verstarkten 
Fettmobilisierung. Bei der Avitaminose ist im fortgeschrittenen 
Stadium der Krankheit der Blutfettgehalt nach der Phosphorvergiftung 
erhoht im Vergleich zu den normal ernahrten Tieren nach der Phosphor- 
vergiftung und starker erhéht, als es dem in dem betreffenden Avita- 
minosestadium an sich schon erhéhten Blutfettgehalt entspricht. In 
noch spiteren Stadien der Avitaminose, in denen wegen der vollendeten 
Einschmelzung der Fettdepots der Blutfettgehalt wieder fast normal 
geworden ist, kann der Blutfettgehalt nach der Phosphorvergiftung 
subnormale Werte erreichen. Im Hungerzustande steigt der Blut- 
fettgehalt nach der Phosphorvergiftung etwas an. 

Die Erhéhung des Blutfettgehaltes nach der Phosphorvergiftung 
im hyperlipamischen Stadium der Avitaminose, die im Gegensatz zu 
dem unveranderten Blutfettgehalt nach der Phosphorvergiftung normal 
ernaihrter Tiere steht, zeigt an, daB das stirker mobilisierte Fett von 
den von der Phosphorvergiftung besonders betroffenen Organen nicht 
in entsprechender Weise aus dem Blute bei der Avitaminose auf- 
genommen wird, wobei die wahrscheinliche Ursache wieder die gestérte 
Aufnahmefahigkeit der Zellen fiir Fett ist. Wenn im spiteren avita- 
minésen Stadium, in dem die Fettquellen fiir das Blut weitgehend 
erschépft sind, der Blutfettgehalt nach der Phosphorvergiftung un- 
verindert bleibt, oder sogar sinkt, dann kann das wohl nur so erklart 
werden, daB die avitaminésen Organe zwar etwas Fett dem Blute ent- 
reiBen, daB aber kein Fett und vor allem keine gesteigerten Fettmengen 
mehr ins Blut nachstrémen kénnen. Es sind also die sich mit Fett 
imbibierenden Organe fast nur auf das gerade vorhandene Eigenfett 
des Blutes angewiesen. 

Die Richtigkeit dieser SchluBfolgerung kann kontrolliert werden 
an dem Fettgehalt der Leber. Es miBte unter sonst gleichen Bedin- 
gungen bei der Phosphorvergiftung die avitaminése Leber im aller- 
letzten Stadium der Avitaminose fettiirmer sein als die Normalleber 
nach der Phosphorvergiftung, in den mittleren Stadien der Avitaminose 
aber kann natiirlich bei der Phosphorvergiftung der Fettgehalt der 
Leber zunehmen. Dariiber ‘verde ich in einer spateren Mitteilung 
berichten. 

Was die Cholesterin- und Cholesterinesterwerte des Blutes angeht, 
so gehen diese im groBen und ganzen parallel mit den Gesamtfett- 
werten, d. h. das Cholesterin und die Cholesterinester sind bei der Avita- 
minose im Blute vermehrt, im Vergleich zum Normal- und Hungertiere. 

Bei der Phosphorvergiftung ist beim Normaltiere der Cholesterin- 
esterwert an sich schon gesteigert, ebenso beim Hungertiere, beim 
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avitaminésen Tiere ist aber dieser Wert noch betrachtlicher erhéht. 
In den letzten Stadien der Avitaminose aber sinkt der Cholesterin- 
esterwert des Blutes in auffilliger Weise. 


Versuchsprotokolle. 
Mit vitaminhaltiger Nahrung ernahrte Tiere. 





Ratte Nr. 1 Pe Fak ees Oe ae 


| 


K6rpergewicht ing zu | 





Beginn der Fiitterung | 101 | 98 95 87 98 
K6rpergewicht am Tage | | | 
der Blutanalyse ... | 98 | 97 90 | 82 95 
Gesamtfett gin 0,105 = 0,110 0,118 | 0,134 0,151 
Neutralfett . . | fog | 0,060 | 0071 | 0,066 0,114 | 0,040 
Cholesterin . . {frischem || 0,045 | 0,039 0,052 0,020 0,111 
Cholesterinester ) Pte | 0,080 | 0,089 0,082 | 0,095 0,086 
Gesamtfett ..... 0,124 
. Neutralfett. .... 0,070 
Durchschnittewerte } Cholesterin. | | | | 0,054 
Cholesterinester. . . 0,086 


Mit vitaminfreier Nahrung ernahrte Tiere. 








‘beet tT ume he a ee 
K6rpergewicht in g zu | | 
Beginn der Fiitterung | 98 | $5 95 92 100 
Kérpergewicht a. Tage 53 _ 40 68 | 61 | 68 
der Blutanalyse . . | (111V.T.)|\(111V.T.)| (70V.T.) | (70V.T.) | (70V.T.) 
Gesamtfett . . ) 4 in 0,120 | 0,128 | 0,127 | 0,120 | 0,198 
Neutralfett . . | fos 0,050 | 0,065 0,068 | 0.051 | 0,044 
Cholesterin . . — _ 0,070 | 0,063 | 0,059 | 0,069 | 0,154 
Cholesterinester ) Pte | 0,168 | 0,125 | 0,172 | 0,145 | 0,192 
{ Nomrantoes . . 0,124 0,148 
: Neutralfett . . 0,058 0,054 
Durchschnittewerte | Gholesterin | | 0,067 0,094 
Cholesterinester 0,147 0,170 


Mit vitaminhaltiger Nahrung ernahrte Tiere nach viertaégigem Hungern, 








| Durchschnitts- 


Ratte Nr. || 24 et | neni 
| | 
K6rpergewicht in g zu Beginn | 
der Fiitterung....... 120 | 100 | 98 
K6rpergewicht am Tage der | 
a ra ae i} 81 ey. 68 | 
Gesamtfett ..... a in 0,168 | 0,070; 0,081 0,106 
Neutralfett ..... | 100g | 9,101 | 0,065 | 0,068 0,078 
Cholesterin ..... frischem || 0,067 | 0,005 | 0,013 0,028 
Cholesterinester .. ./ Bute | 9195 | 0,118) 0,050 | 0,098 








: 
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Mit vitaminhaltiger Nahrung erndhrte, Bos cmt ma cme Tiere. 





Ratte Nr. es 10 14 15 22 23 11 


Korpergewicht in g zu | | 
Beginn d. Fiitterung. 115 | 100 98 97 90 | 155 | 78 80 
Korpergew. in g am Tage 
d. Phosphorvergiftung || 120 
Korpergew. am Tage der 
Blutanalyse (4 Tage 
nach der Vergiftung). 110 98 | 95 98 100 148 71 75 
Phosphorgabe in cem 
(1 Proz. P-Olivenél) . 0,04 0,036 0,032 0,032 0,036 | 0,053 0,026 0,03 
Gesamtfett . . | 0,106 0,092 | 0,115 0,151 0,187 | 0,142 0,104 0,117 


110 | 98 98 110 160 | 80 90 








Neutralfett . . fod g 0,023 | 0,014 | 0,086 0,100 0,087 0,109 0,933 0,099 
Cholesterin , | frischem | 0,083 0,078 | 0,029 0,051 | 0,100 0,033 0,071 0,025 
Cholesterinester) lute  Q'462 0,635 | 0.573 0.198 | 0.330 0.063 0.125 0.491 
{ morass ° Pe | 3 
Durchschnittswerte ey st ie aseh ss aaa 


Cholesterinester , . 0,360 


Mit vitaminfreier Nahrung erndhrte, phosphorvergiftete Tiere. 








Ratte Nr. || 7 8s | 2 13 % | iw | 2 | 2 


Koérpergewicht in g zu) | | | | | 
Beginn d. Fiitterung. | 105 90 | 88 | 92 | 91 | 100 | 99 | 88 
Korpergew. in g am Tage 
d. Phosphorvergiftung, 80 68 62 65 58 63 52 | 38 
K6érpergew. am Tage der | | 


70| 53 | 50 | 58 | 50 | 55 | 48 | 32 
mons ren nn gh [70 V.T. 70 V.T, 70 V.T. 70 V.T, 70 V. te T.MIV.T.IIV.T. 


Phosphorgabe in ccm | 
(1 Proz. P-Olivenél) . || 0,026 0,022. 0,021 0,022 | 0,019 | 0,021 | 0,017 | (0,013 





Gesamtfett . . | 0,333 0,238 | 0,126 0,134. 0,151 | 0.141 0,117 | (0,135 
Neutralfett . . foo | 0,273 | 0,020. 0,081, 0,093 | 0,070 0,102 0,076 | 0,070 
Cholesterin . . frischem | 0,060 0,218 | 0,045 0,041 | 0.081 | 0,039, 0,041 (0,065 
Cholesterinester! lute || 9367 | 0.278 0,484 0,450 | 0,474 0,430 | 0,117 | 0,120 
Gesamtfett . . . . 0,187 0,126 
. ; Neutralfett . . . . 0,107 0,073 
Durchschnittswerte ) Cholesterin | | | | 0,081 0053 
Cholesterinester . . 0,412 0,119 


Mit vitaminfreier Nahrung ernahrte, nach viertagigem Hungern mit Phosphor 
vergiftete Tere. 


Ratte Nr. 1 > | | 19 | 











Kérpergewicht in in g zu oj Milas ae Peirend I 155 170 | 100 
Kérpergew. in g am Tage d. Phosphorvergiftg. | 123 | 127 | 70 
K6rpergew. am Tage der Blutanalyse (4 ee 





nach der Vergiftung) ......... 100 | | 62 | 
Phosphorgabe in ccm (1 Proz. P-Olivendl) | | 0,041 (0, 042 | 0,023 | 
Gesamtfett........ |, 0,197 | 0,114 | 0,072 |0,128) . 5 
Neutralfett. ....... gin 100g 0,164 | 0,081 | | 0,062 |0,102\4 2 
Cholmtirin. ©. ..... frischem Blute | 0,033 | 0,033 | 0,010 (0,026 BE 
Cholesterinester. ..... 0,798 | 0; 095 | 0,124 |0,339/~ 3 























Atmungsregulation und Blutreaktion im Schlaf. 
Von 
Gustav Endres. 
(Aus der medizinischen Klinik Greifswald.) 
(Eingegangen am 5. August 1923.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Einfiihrung der physikalisch-chemischen Begriffe in die Physio- 
logie fiihrte zu neuen Einblicken in den Wirkungsmechanismus des 
Blutes bei der Atmung. Die Wasserstoffzahl des Blutes wird bedingt 
durch die GréBe des Verteilungsgleichgewichtes in der Summe der 
verschiedenen Saure-Alkali-Salzsysteme des Blutes. Von diesen nimmt 
bei weitem in seiner Bedeutung die wichtigste Stelle das System der 
fliichtigen Blutsiure, der Kohlensiure, ein. Man kann bei Vernach- 
lassigung der unvollkommenen Dissoziation von Natriumbicarbonat die 
Cy des Blutes durch das Verteilungsgleichgewicht der freien und ge- 

CO, 
‘NaHCo,’ 
schiebung im Gleichgewichtszustande der Blutcarbonate ein, sei es 
durch eine irgendwie verursachte Erhéhung bzw. Erniedrigung der 
CO,-Spannung des Blutes, sei es durch Anderung der Alkalireserve 
des Blutes, so wei8 die Lunge durch entsprechende Anderung ihrer 
VentilationsgréBe die Wasserstoffzahl des Blutes konstant zu halten‘). 
Die Tiatigkeit der Lungen wird durch ein nervéses Zentrum in der 
Medulla oblongata reguliert. Als Anreiz fiir das Atemzentrum ist eine 
Anderung der Wasserstoffionenkonzentration des das Atemzentrum 
umspiilenden Blutes anzusehen. Das Atemzentrum ist bei angenommener 
Konstanz seiner Reizbarkeit fiir die verschiedenen Individuen auf 
eine verschiedene Cy, bei ein- und derselben Person auf eine ganz 
bestimmte, physiologisch nur innerhalb sehr enger Grenzen schwankende 
Cy eingestellt. Ist das Atemzentrum in seiner Reizbarkeit verandert, 
beispielsweise unempfindlicher geworden gegeniiber der Zunahme der 


. 


bundenen Kohlensaure angeben: Cy = Tritt eine Ver- 


1) Andere Mittel und Wege, die der Koérper benutzt, um die Blut- 
reaktion konstant zu halten, mégen hier unerwahnt bleiben. 
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Wasserstoffionenkonzentration, so stellt es sich in seiner, die Reaktion | 


des Blutes regulierenden Tatigkeit auf eine héhere Cy ein, die Wasser- 
stoffionenkonzentration des Blutes nimmt in diesem Falle zu, und 
zwar um so mehr, je mehr die Reizbarkeit des Atemzentrums sinkt. 
Entsprechende, nur reziproke Verhiltnisse sind bei der Steigerung 
der Erregbarbeit des Atemzentrums vorhanden. 

Zur Klarung dieser Verhaltnisse haben vor allem die Arbeiten 
von J. Lindhard!) und K. A. Hasselbalch®) wesentlich beigetragen. 
Unter anderem konnte Hasselbalch durch protrahierte Morphiumgabe 
im Selbstversuche das Vorhandensein einer Herabsetzung der Reiz- 
barkeit des Atemzentrums durch den Nachweis der Erhéhung der 
Reizschwelle des Atemzentrums fiir die Kohlensiure des Blutes an- 
nehmen und die entsprechende Zunahme der Cy des Blutes von pg=7,19 
auf pq = 7,18 berechnen. Es ist so in der GréBe der Verschiebung 
des Cy-Spiegels nach Morphiumgabe ein MaB fiir die Reizbarkeits- 
erniedrigung des Atemzentrums gegeben. Allein die Versuchsanordnung, 
deren sich Hasselbalch bediente, war unvollkommen, die Berechnung 
des pq nicht einwandfrei. In einer spiteren Arbeit®) bekennt also 
Hasselbalch: ,,Wenn man Versuchsfehler ausschlieBen dirfte, sollte 
der Theorie nach in allen Fallen der pq des Blutes bei der alveolaren 
CO,-Spannung ein direktes MaB fiir die Erregbarkeit des Zentrums 
sein: Bei hohem py groBe Erregbarkeit, bei kleinem pg geringe Erreg- 
barkeit“. 

Bei der groBen Bedeutung, die die Frage nach der Gré®e der An- 
derung der Erregbarkeit des Atemzentrums fiir die Physiologie und 
Pathologie der Atmungsregulation besitzt, erscheint es lohnend, den 
Weg, den Hasselbalch eingeschlagen hat, weiterzugehen. Hat doch 
unser Wissen der physiologischen Schwankungen der Erregbarkeit 
des Atemzentrums, wie sie zwangsliufig in regelmaBigem Wechsel 
durch den natiirlichen Schlaf herbeigefiihrt werden, noch nicht seinen 
Abschlu8 gefunden. Zwar hat man in zahlreichen Arbeiten unsere 
theoretischen Vorstellungen iiber den Mechanismus der chemischen 
Atmungsregulation bei verschiedensten physiologischen und patho- 
logischen Bedingungen experimentell iiberpriift und bereichert; allein 
iiber die Physiologie der Atmungsregulation im Schlafe, also in einem 
Zeitabschnitt, der in seiner Gesamtheit ein Drittel des Lebens eines 
Durchschnittsmenschen ausmacht, sind wir noch nicht ausreichend 
unterrichtet. 

Mit den ersten Versuchen iiber die Messung von Reizbarkeits- 
anderungen des Atemzentrums wurde auch die Frage nach dem Vor- 

1) Journ. of Physiol. 42, 337, 1911. 


2) Diese Zeitschr. 46, 403, 1912. 
3) Ebendaselbst 68, 240, 1915. 
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_handensein einer verminderten Erregbarkeit des Atemzentrums wihrend 

des Schlafes aktuell. Loewy benutzte das Cohnstein-Zuntzsche Ver- 
fahren zur Untersuchung der Reizbarkeitsinderung des Atemzentrums 
zu Versuchen beim Menschen. Indem er bei Einatmung von CO,- 
haltigen Luftgemischen den CQO,-Gehalt der Ausatmungsluft in Be- 
ziehung brachte zur Atmungsgr6Be, konnte er zwar eine Herabsetzung 
der Reizbarkeit des Atemzentrums durch Morphiumgabe wahrscheinlich 
machen, die Anderung der AtmungsgréBe im Schlafe glaubte er in- 
dessen nicht zuriickfiihren zu brauchen auf eine veriinderte Erregbarkeit 
des Atemzentrums: ,,Vielmehr kann es sich wohl nur um Anderungen 
in der Summe der Reize handeln, die reflektorisch die Atmung beein- 
flussen, also um Verminderung oder Fortfall von psychischen, sen- 
sorischen und sensiblen Reizen ... Der Kohlensauregehalt der Alveolar- 
luft dagegen nimmt eher ab, damit auch der Reiz, den die Kohlensiure 
des Blutes auf das Atemzentrum ausiibt, und auch darum sinkt die 
AtemgréBe‘!). Die Versuche, auf die Loewy diese Behauptungen stiitzt, 
sind indessen unzulanglich, ihre Auslegungen stehen im Widerspruch zu 
unseren heutigen Anschauungen tiber die Bedeutung der Reizbarkeits- 
anderung des Atemzentrums. H. Straub?) hat als erster nachgewiesen, 
daB die alveolare CO,-Spannung im Schlafe nicht — wie Loewy an- 
nahm — erniedrigt, sondern erhéht ist. In weiteren englischen und 
deutschen Arbeiten wurden Straubs Beobachtungen bestiitigt®). Von 
der Erhéhung der CO,-Spannung des arteriellen Blutes im Schlaf 
hat bereits Straub auf eine Zunahme der Cy des Blutes geschlossen ; 
die Versuchsanordnung bei seinen Untersuchungen erlaubte ihm jedoch 
nicht, sie nachzuweisen: Die GréBe der Wasserstoffzahl des Blutes 
ist wohl bei bestimmter Voraussetzung eine Funktion der CO,-Spannung 
des Blutes [gleich der alveolaren CO,-Spannung‘)], niemals indessen 
ohne weiteres durch die alveolare CO,-Spannung in ihrem absoluten 
Werte angezeigt. 

Der einwandfreie Nachweis einer Anderung der Blutreaktion im 
Schlafe kann letzten Endes nur durch die Feststellung der Wasserstoff- 
zahl des Blutes eines Schlafenden erbracht werden, von dem die GréBe 
der Blutreaktion vor Eintritt in den Schlaf genau bekannt ist. Die 
elektrometrischen Reaktionsbestimmungen des Blutes (Héber, Michaelis, 
Hasselbalch) sind, von mehr oder minder komplizierter Technik ab- 
gesehen, fiir Untersuchungen von Blutproben, deren pg sich nur um 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 47, 601, 1890. 

2) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 117, 397, 1915. 

3) J. B. Leathes, The Brit. med. Journ. 2, 165, 1919; Bass und Herr, 
Zeitschr. f. Biol. 75, 279, 1922; G. Endres, diese Zeitschr. 182, 220, 1922. 

4) A. Krogh und M. Krogh, Skand. Arch. f. Physiol. 28, 179, 1910; 
A. Krogh, Skand. Arch. f. Physiol. 28, 248, 1910. 











ppaintianatantentitemmenndiuniti 





56 G. Endres: 


einen geringen Wert unterscheidet, mehr oder minder ungenau; so liegt 
eine Abweichung des ,,reduzierten py‘ um 0,03 vom Normalwert 
innerhalb der Fehlerbreite der Versuchsanordnung. Eine solche Ver- 
schiebung der ,,reduzierten Wasserstoffzahl entspricht bereits einer 
Anderung der CO,-Spannung des Blutes um 4mm}). Bei weitem zu- 
verlassiger ist das gasanalytische Verfahren, die Berechnung der Wasser- 
stoffzahl des Blutes aus der freien und gebundenen Kohlensiéure des 
Blutes, wie es Hasselbalch ausgearbeitet hat. Ist die Menge der in 
einer Lésung chemisch gebundenen Kohlensiure und die CO,-Spannung 
derselben bekannt, so ist die Wasserstoffzahl dieser Lésung berechenbar, 
sind also die CO,-Bindungsfahigkeit des Blutes und die alveolare 
CO,-Spannung eines Schlafenden bekannt, so ist die Wasserstoffzahl 
des Blutes des Schlafenden gegeben. 

Ks drangen sich also die Fragen aut: 

1. Ist eine etwaige Erhéhung der Cy des Blutes durch den Eintritt 
des natiirlichen Schlafes mit Hilfe des gasanalytischen Verfahrens 
nachzuweisen ? 

2. Lassen sich bei gegebenenfalls gefundener Cg-Erhéhung Ein- 
blicke in die Reizbarkeitsherabsetzung des Atemzentrums im Schlafe 
gewinnen ? 

Methodik. 

Blutgasanalysen. Bei 38° wurde das Blut in einen Tonometer unter 
wechselndem CO,-Druck gebracht. Die Gasanalysen der bei den einzelnen 
CO,-Drucken entnommenen Blutproben wurden im Barcroft-Differential- 
Blutgasanalysenapparat?) vorgenommen. Die Konstanten dieser Apparate 
wurden nach der von P. Hoffmann*) angegebenen, von E. Miinzer und 
W. Neumann*) weiter ausgearbeiteten und begriindeten Methode bestimmt, 
ihre Richtigkeit dann im Vergleich mit Apparaten erprobt, die in berufener®) 
Hand stets einwandfreie Werte ergeben haben. Im einzelnen wurden die 
Angaben von H. Straub*) streng beobachtet. Die Berechnung des p,, wurde 
nach dem Verfahren von Hasselbalch’) durchgefiihrt, wobei der Absorptions- 
koeffizient der Kohlensaure fiir Blut von 38° mit 0,511 angenommen wurde 8). 

Alveolargasanalysen. In Frage kam nur ein Verfahren der direkten 
Bestimmung der alveolaren CO,-Spannung. Die Methode der wiederholten 
Absaugung einer gréBeren Anzahl von kleinen Proben der Ausatmungsluft 
am Ende der gewéhnlichen Ausatmung [Lindhard®)] schien uns zunichst 


1) Diese Zeitschr. 78, 112, 1916. 

2) I. Barcroft, The respiratory function of the blood. Cambridge 1914. 

8) Journ. of Physiol. 47, 272, 1913. 

*) Diese Zeitschr. 81, 319, 1917. 

5) In jenen von H. Straub und Kl. Meier-Gollwitzer. 

8) Handb. d. biol. Arbeitsmeth., Abtl. IV, Teil 10, 1921. 

7) Diese Zeitschr. 78, 112, 1916. 

8) Bohr, Handb. d. Phys. d. Menschen 1, 63. 

®) Lindhard, Journ. of Physiol. 42, 337, 1911; Loeb, Zeitschr. f. d. ges. 
exper. Med. 11, 16, 1920. 
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fiir unsere Versuche am zweckmaBigsten; einerseits schaltet sie die Mit- 
wirkung der Versuchspersonen bei der Bestimmung der alveolaren CO,- 
Spannung vollig aus — sie ist also ohne weiteres bei einem Schlafenden 
anzuwenden —, andererseits hat sie durch die Vervollkommnung der 
Atmungsventile durch W. Trendelenburg und L. Schall) eine gewisse Ver- 
besserung erfahren. Zur Vermeidung des ungemein listigen Austrocknens 
der Schleimhaute des Mundes und Rachens wurde ein Ventil fiir ausschlieB - 
liche Nasenatmung mit ,,ungeteilter Nase‘‘ gewihlt. Die feine Absaug- 
kapillare befand sich auBerhalb des Exspirationsventils?). Ein diinnes 
Glasrohr verband das Absaugerohr mit dem Haldaneschen Gasanalysen- 
apparat. Das Quecksilber wurde aus der Analysenbiirette des Haldane- 
apparates in das Verbindungsrohr und in die Absaugkapillare des Ventils 
hochgetrieben, durch eine dicht am Ventil angebrachte, leicht und sicher 
schlieBende Schlauchquetsche hochgehalten. Beim kurzen Offnen des 
Quetschhahns saugte das fallende Quecksilber die Ausatmungsluft in den 
Analysenapparat. Die zu einer Bestimmung entnommenen Proben der 
Ausatmungsluft iiberschritten in ihrer Einzelheit niemals das Volumen 
von lccm, in ihrer Gesamtheit nicht 10cem. Mit besonderer Sorgfalt 
wurde auf das rechtzeitige Absaugen der letzten Reste der Ausatmungsluft 
geachtet. Am SchlieBen des Ausblasventils konnte das Ende des Exspiriums 
gut erkannt werden. Die Ventile selbst waren ausgesuchte Plattchenventile, 
die sich durch ihr leichtes Spielen auszeichneten. Vor und nach jedem 
Versuch wurden die Ventile auf ihre Brauchbarkeit kontrolliert. 

In einer Reihe von Vorversuchen bei wachenden Versuchspersonen 
zeigte sich, daB die Ventilabsaugmethode (ohne Zusatzatmung!) stets zu 
niedrige Werte im Verhialtnis zu jenen nach der Original-Haldanemethode 
ergab. Der Unterschied in den einzelnen Werten war immer konstant 
vorhanden, schwankte in seiner GréBe zwischen 2 bis 4mm Hg, konnte 
nicht durch etwaige nicht einwandfreie Gewinnung der letzten Ausatmungs- 
luft erklart werden*). Bei Berechnung des absoluten Wertes des p,, des 
Blutes aus der C O,-Bindungskurve des Blutes konnte also die Ventilabsaug- 
methode keine Berechtigung haben; allein bei unserer ersten Fragestellung, 
bei der nur der Nachweis einer Anderung der Cy verlangt wird, glaubten wir 
sie benutzen zu diirfen. Im ganzen wurde sie nur bei Untersuchungen bei 
zwei Versuchspersonen (K.S., H. P.) angewandt. In weiteren Versuchen 
wurde die alveolare CO,-Spannung nach dem Vorgang von H. Straub*) 
mit der Original-Haldanemethode bestimmt. Der Nachteil dieser Methode, 
ihre Abhangigkeit von einer Willensbetatigung der Versuchsperson, muBte 
mit in Kauf genommen werden; ihm wurde jedoch durch eine besondere 
Auswahl der Versuchspersonen méglichst Rechenschaft getragen. 


Versuchsanordnung. 
An den Versuchstagen wurden von den Versuchspersonen keine gréBeren 
kérperlichen Leistungen ausgefiihrt. In den 3 bis 4 Stunden vor Eintritt 
in den Schlaf nahm die Versuchsperson keine Nahrung zu sich, verhielt 


1) Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 14 bis 22, 311, 322, 1921. 

2) Uber die Vor- und Nachteile des Anbringens der Absaugekapillare 
auBerhalb der Ausblasklappe des Ventils siehe K. A. Hasselbalch und 
I. Lindhard, Skand. Arch. f. Physiol. 25, 361, 1911; Schall (1. c.). 

3) Auch Trendelenburg fand im Vergleich beider Methoden ahnliche 
Differenzen. 


4) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 117, 397, 1915. 
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sich méglichst ruhig. Unmittelbar vor dem Einschlafen wurde durch Venen- 
punktion aus dem Arm Blut entnommen, hierbei der Arm tunlichst wenig 
bewegt und gestaut. Durch vorsichtiges Schlagen des Blutes mit einem 
Holzstab wurde der Faserstoff zur Gerinnung gebracht und aus dem Blut 
entfernt; dieses iiber Nacht in geschlossenem Wageglas im Eisschrank 
aufbewahrt. Nach den Untersuchungen von H. Straub und Meier?) ist es 
méglich, steriles Blut durch Aufbewahren auf Eis vor der die CO,-Bindungs 
fahigkeit herabsetzenden Zersetzung mindestens 24 Stunden lang zu 
schiitzen. Vor der Ausfiihrung der Venenpunktion wurde regelmaBig die 
alveolare CO,-Spannung der Versuchspersonen, die im Laufe des Tages 
6fters kontrolliert worden waren, gemessen. 

Nun wurden die Vorbereitungen fiir die Nacht getroffen: in einem 
Raum, in den man méglichst geréuschlos kommen konnte, lagerte sich die 
Versuchsperson ausgezogen ins Bett. Der eine Arm wurde freigemacht, 
bei den Ventilversuchen mit einer breiten Gummimanschette eines Blut- 
druckapparates lose unter Vermeidung jeglicher Stauung umschniirt; er 
kam dann beim Einschlafen offen auf die Bettdecke zu liegen. Das Atmungs- 
ventil wurde auf seine Brauchbarkeit gepriift, der Versuchsperson aufgesetzt, 
mittels eines Kugelgelenkes auf eine Kieferschiene fixiert und mit dem 
Analysenapparat verbunden. Lagerte die Versuchsperson zum Schlafen 
bequem im Bett, spielten die Ventile ungestért, so wurde ,,gute Nacht‘ 
gewiinscht, die Versuchsperson im Dunkeln zuriickgelassen. Ungefahr 1 bis 
2 Stunden?) nach Eintritt in den Schlaf — bei einer Versuchsperson, die 
nach ihrer nervésen Konstitution und geistigen Betiitigung zweifelsohne 
dem sogenannten ,,Morgentyp‘‘ Michelsons angehérte, erst in der dritten 
Morgenstunde — wurden mit groBer Vorsicht Proben der Ausatmungsluft 
entnommen und geriuschlos bei abgeblendetem Licht im Analysenapparat 
untersucht. Ein bis zwei Kontrollbestimmungen, die gut iibereinstimmende 
Werte ergaben, wurden stets vorgenommen. Alsdann wurde langsam durch 
vorsichtiges Aufblasen der Armmanschette der Arm gestaut, mit einem 
kurzen Ruck die Punktionsnadel in die pralle Vene eingefiihrt. Erst der 
kurze Einstichschmerz brachte die schlafende Versuchsperson zum Wachen. 
Das so erhaltene Blut wurde defibriniert, auf das Eis gestellt und ebenso 
wie das am Abend gewonnene stets im Laufe des folgenden Tages untersucht. 
Bei den Bestimmungen der alveolaren CO,-Spannung nach dem Haldane- 
schen Verfahren stand der Analysenapparat gebrauchsbereit in allernachster 
Nahe des Schlafenden ; unmittelbar nach der nur wenige Sekunden dauernden 
maximalen Exspiration wurde die Blutentnahme vorgenommen. Die 
Versuchspersonen waren Arzte und Studierende, gesunde, junge, kraftige 
Minner im Alter von 24 bis 31 Jahren; sie wuB8ten im allgemeinen nichts 
von dem Zweck der Untersuchung, waren mit der Technik des Ausatmens 
durch vorhergehende Ubungen gut vertraut; ihre Analysen zeigten immer 
konstante Werte. Als ehemalige Soldaten konnten sie leicht in Halbschlaf 
durch ein kurzes ,,Aufstehen‘‘ zum sofortigen Aufsitzen im Bett und zu 
maximalem Ausatmen gebracht werden. 


1) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 129, 54, 1919. 

2) Nach Feststellungen von Michelson (Michelson, Physiologische 
Arbeiten, herausgegeben von Krdpelin, 2, 84) ist bei gesunden Menschen 
am Ende der ersten bis zweiten Stunde nach Eintritt des Schlafes, bei dem 
sogenannten ,,Morgentyp“ der geistigen Arbeiter erst gegen Morgen die 
gréBte Schlaftiefe vorhanden. 
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Versuchsergebnisse. 
z. 


Tabelle I stellt die einzelnen Versuchsergebnisse der alveolaren Gas- 
analysen zusammen. 4H. Straubs erstmalige Feststellung wird erneut be- 
statigt: bei allen Versuchspersonen ist im Schlaf die alveolare C O,-Spannung 
erhéht. Die GroBe der Erhéhung ist bei den einzelnen Personen verschieden, 
sie hangt — von dem absoluten Wert der CO,-Spannung und von der 
Ernahrung der Versuchsperson abgesehen — von der Tiefe des Schlafes, 
von der Reizbarkeitserniedrigung des Atemzentrums ab’). 





Tabelle I. 
" | Wemediee Alveol. CO Alveol. CO, 

se | ae ~aeieaicstal I Proz. : : mm 
t vor dem Schlaf 6,23 44.2 
26.V. 1923). HL. im Schlaf 7.27 51.6 
vor dem Schlaf 5,04 36,5 
9. VI. K.S. im Schlaf 5.42 39.2 
vor dem Schlaf 6,00 42.7 
16. VI. H. P. im Schlaf 640 45.6 
vor dem Schlaf 6,03 42.9 
23. VI. T. L. im Schlaf 7,00 | 498 
vor dem Schlaf 5,64 40,1 
30. VI. K. B. im Schlaf 629 44.7 
vor dem Schlaf 5,31 37,9 
6V0. | AK. | im Schlaf 621 | 443 
vor dem Schlaf 5,07 36,1 
Leathes ber. im Schlaf 6,76 48,2 


Hasselbalch hat angenommen, da Reizbarkeitsinderungen des Atem- 
zentrums nicht von bedeutendem Einflu8 auf die alveolare CO,-Spannung 
sind. Bei Erhéhung der Reizbarkeit des Atemzentrums betragt, wie er 
glaubt, die Erniedrigung der CO,-Spannung ,,mehr als 5 mm praktisch wohl 
nie‘‘*), Bei herabgesetzter Reizbarkeit des Atemzentrums durch den Schlaf 
haben unsere Beobachtungen Werte fiir die Erhéhung der alveolaren CO,- 
Spannungen gegeben, welche die Breite von 5 mm wesentlich tiberschreiten, 
in zwei Fallen sogar 1 Proz. einer Atmosphire betragen. Versuchsfehler 
bei der Entnahme der Gasproben konnten mit Sicherheit ausgeschaltet 
werden. Untersuchender ist seit iiber 2 Jahren im dauernden Gebrauch des 
Haldaneschen Apparates geschult*). Es mag vielleicht nicht als Zufall 
anzusehen sein, daB bei G. H. und T.L., bei denen die alveolare CO,- 


1) Diese Zeitschr. 46, 431, 1912. 

2) E. Bass und K. Herr, Zeitschr. f. Biol. 75, 279, 1922, haben so versucht, 
die GréBe der Erhéhung der CO,-Spannung im Schlaf als ein objektives 
Ma8 der Schlaftiefe anzusehen. 

3) Bei G. Z. wurden in einer friiheren Arbeit (1. c.) alveolare Gasanalysen 
im Schlaf bei verschiedener Kost und bei Inanition vorgenommen. Die 
Schlafwerte tiberschritten die Tageswerte stets um 5 bis 8 mm. 
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Spannung im Schlaf die starksten Erhéhungen zeigt, der Durchschnittswert 
der alveolaren CO,-Spannung sich dicht an der oberen Grenze der Norm 
befindet. H. Straub fand im Maximum eine Erhéhung der Spannung von 
rund 5,5 mm, Bass eine solehe von ungefihr 4mm. Nur Leathes berichtet 
von bedeutend gréBeren Erhéhungswerten. So hat er in einem Falle im Nacht- 
schlaf eine Erhéhung der alveolaren CO,-Spannung vom 6,76 Proz. gegen- 
iiber dem Morgenwert von 5,07 Proz. beobachtet, was bei Annahme eines 
Barometerstandes von 760mm einer Abnahme des Schlafwertes von 
48,2mm, auf den Morgenwert von 36,1 mm, also einer uns etwas groB 
erscheinenden Druckdifferenz von 12,1 mm Hg entspricht. 

Auf die Bedeutung der Erhéhung der CO,-Spannung im Schlaf fiir 
den Organismus usw. wird in spiterem eingegangen werden. Nimmt man 
eine durchschnittliche Erhéhung der alveolaren CO,-Spannung im Schlaf 
von 5mm an, so muf die obere Grenze der alveolaren CO,-Spannung, die 
man fiir physiologische Verhiltnisse bisher bei 45mm angegeben hat, 
ungefaihr bei 50 mm Hg zu suchen sein. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen der CO,-Bindungsfihigkeit der 
verschiedenen untersuchten Blutproben lassen sich am iibersichtlichsten in 
den Kurven ablesen, welche die Abhangigkeit der CO,-Kapazitat des Blutes 
von der CO,-Spannung graphisch zum Ausdruck bringen. 

Da wir im voraus mit nur kleinen Schwankungen der CO,-Kapazitat 
des Blutes im Schlaf rechneten, so wurden mit besonderer Sorgfalt die 
Blutgasanalysen vorgenommen. Nach Moéglichkeit wurde bei den beiden 
Vergleichsblutuntersuchungen die CQO,-Kapazitaét bei anniihernd ent- 

sprechenden CO, - Spannungen 











7% und stets mit .entsprechenden 
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Fiir unsere Zwecke hat das Stiick 

50 der Bindungskurve besonderes 
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iegen. Si iese Punkte der 
Abb. 1. Kohlensaurebindungskurve des Blutes. Ab- hogs m Bind disse : wale bs ag 
szisse : Kohlensa g, mm; Ordinate: Koblene Kurve auf der Abbildung nicht 


sdurekapazitét, Vol.Proz., Peters-Barr-Rulescher mehr vorhanden, so sind sie in 
Normalbezirk durch die zwei punktierten Grenzkurven dem der Arbeit beiliegenden 





angegeben. ‘ pte 
I, G. E. @ vor dem Schlaf, @ im Scblaf. Protokoll zu finden. 
Il. K. 8. @ vor dem Schlaf, @ im Schlaf. Samtliche Kurven fallen in 


den von Peters, Barr und Rule') 
angegebenen ,,Normalbezirk der Weltliteratur‘‘. Im wesentlichen sind die 
entsprechenden CQO,-Bindungskurven des Wach- und Schlafblutes die 
gleichen: bei G. E., K.S., H. P., K. B. sind sie als véllig identisch zu 
bezeichnen (Abb. 1, 2, 3), bei Versuch 7. LZ. und A. K. liegt die CO,- 


1) Journ. of biol. Chem. 45, 489, 1921. 
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Bindungskurve des Schlafblutes um rund 1% bzw. 2 Vol.-Proz. tiefer. 
Untersuchungen, die sich auf Anderungen der ('O,-Bindungskurve durch 
den EinfluB8 des natiirlichen Schlafes erstrecken, liegen unseres Wissens 
nach bisher nicht vor. J. B. Collip') hat die Wirkung des Schlafes auf die 
Alkalireserve des Plasmas bei neun Personen kontrolliert, bei drei Versuchs- 
personen keine Anderung, bei 
den iibrigen eine geringe Er- 7 
héhung der Alkalireserven nach 
dem Schlaf beobachtet. Allein 
von den Einwinden*) gegen ,, 
die Methode (van Slyke-Cullen), 
deren sich Collip bediente, ab- yo 
gesehen, hat Collip die Alkali- 
reserve nur fiir einen CO,-Druck 32 
bestimmt. Bei unseren Ver- | } 
suchen indessen ist die CO,- if Agr Be aes a ee 
Kapazitiét des Blutes_ fiir ,|// (See (ae 








eine Reihe von steigenden CO,- 
Drucken gemessen worden. 
Die Beobachtung einer CQO,- 
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a. Abb. 2. 
¥ 7 . ‘ 
Bindungskurve ermdglicht so Ill. H. P. @ vor dem Schlaf, @ im Schlaf. 
eine weit zuverlassigere Be- IV. T. L. © vor dem Schlaf, & im Schlaf. 
urteilung der Verhiltnisse bei 
" 7 — 
eventuellen Anderungen der ~~ as ieee ee oe 
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Unsere Beobachtungen _Y; KH & vor dem Seba. @ im Schle 


haben also ergeben, daB das 

Blut im Schlafe bei nicht oder nur unwesentlich veranderter Alkali- 
reserve unter einem mehr oder minder erhéhten CO,-Druck steht. 
Der Gleichgewichtszustand der freien und gebundenen Kohlensiure 
hat eine Anderung erfahren, die zahlenmaBig in eine Anderung der 
Cy des Blutes zum Ausdruck kommt (Tabelle II): Im Schlafe ist die 
Reaktion des Blutes gegeniiber dem Wachwerte geiindert, die Wasserstoff- 
ionenkonzentration ist stets erhéht. Die Deutung dieser Beobechtung 
ist in der Beeinflussung der Atemregulation durch den Schlaf zu 


1) Ebendaselbst 41, 473, 1920. 
2) Hans Gollwitzer, diese Zeitschr 134, 590, 1923. 
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suchen. Im Schlafe ist das Atemzentrum in seiner Reizbarkeit un- 
empfindlicher geworden, es stellt sich in seiner die Reaktion des Blutes 
regulierenden Tatigkeit auf eine héhere (yg ein. 

Den ersten Teil unserer Fragestellung diirfen wir als erledigt an- 
sehen. 


Il. 


Seit Rosenthals Versuchen!) der weitméglichsten Unterbrechung 
aller zur Medulla oblongata fiihrenden zentripetalen, die Atmung 
beeinflussenden Nervenbahnen hat man Grund anzunehmen, daB die 
sogenannten ,,inneren Reize“ fiir das Atemzentrum in den an seinem 
Orte herrschenden chemischen und physikalischen Bedingungen ge- 
geben sind. Es hat sich zeigen lassen, da die Temperatur und eine 
bestimmt verainderte Zusammensetzung des das Atemzentrum um- 
spiilenden Blutes die rhythmische Tatigkeit des Atemzentrums weit- 
gehend beeinflussen. Auch lokale Zirkulationsverhiltnisse des Atem- 
zentrums haben eine bestimmte Bedeutung: Je mehr des durch ge- 
wisse Eigenschaften das Atemzentrum reizenden Blutes in der 
Zeiteinheit dem Atemzentrum angeboten wird, desto gréBer ist die 
Reizwirkung des Blutes; desgleichen wirkt auch ungeniigende Blut- 
versorgung des Atemzentrums durch auftretenden Sauerstoffmangel 
erregend. 

Wenngleich so die Verhaltnisse bei der Reizwirkung des Blutes auf 
das Atemzentrum in vielen Fallen nicht einwandfrei und eindeutig zu 
beurteilen sind, so spielt die chemische Regulation der Atmung durch den 
Sauregrad des Blutes bei weitem nach ihrer Bedeutung die gréBte Rolle 
unter den sogenannten ,,inneren Reizen“ fiir das Atemzentrum; mit 
H. Winterstein?) nimmt man an, daB — bei unverainderter Erregbarkeit 
des Atemzentrums — eine Anderung des C,, des Blutes als Anreiz fiir das 
Atemzentrum dient. Ist die Reizbarkeit des Atemzentrums durch den 
Einflu8 des Schlafes geringer, das Atemzentrum also gegeniiber der, Zu- 
nahme der C,, unempfindlicher geworden, so nimmt die Wasserstoffzahl des 
Blutes zu. Die GrdBe der Verschiebung des Wasserstoffionenspiegels des 
Blutes im Schlaf, ausgedriickt durch die Differenz der entsprechenden C,,, 
ist als ein absoluter Wert der Erregbarkeitsanderung des Atemzentrums 
anzusprechen. Sieht man also die C, des Blutes des wachsenden Menschen 
als Ausdruck des Erregbarkeitszustandes des Atemzentrums, die Cy- 
Erhéhung durch die Wirkung des Schlafes als jenen einer Erregbarkeits- 
anderung des Atemzentrums an, so kann man durch die Beziehung 
100 Ox ee die relative GréBe der Erregbarkeitsinderung des Atem- 


H 
zentrums angeben. Fiir die Beobachtungen der einzelnen Versuche 


ergeben sich die in Tabelle II abzulesenden Werte. 


1) Arch. f. Physiol. 1865, 8. 191. 
*) Arch. f. Physiol. 188, 167, 1911; diese Zeitschr. 70, 45, 1915. 
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Tabelle 11. 
(py, Cy geben die Werte des Schlafblutes an.) 





’ 


Pu ~Pu Cy —C 
Versuchs: | , ' ‘a H 
senciiion } Pu | PH artis Cu Cy —Cy - Cy 
ren | i wah &; Sob H Proz. 
G.E 7,308 7,256 | 0,052 0,62 - 10-8 12,60 
(K.S 7,299 | 7,280 | 0,019 0,22 . 10-8 4,38) 
ere et: eee eee 0,019 0,24 - 10-8 4,63) 
ee vee 7,242 0,053 0,65 - 10-8 | 12,82 
ee oe oe eee 0,038 0,45 - 10-8 9,22 
A.K. ..} 7332 | 1,286 0,066 0.78 - 10-8 | 16,3 
eathes ber. || 7,354 | 7,266 | 0,088 10-8 | 22,62 


Nehmen wir die von Leathes (S. 55) berichteten, in der Gesamtliteratur 
groBten Erhéhungswerte (bei Schlafwirkung) fiir die alveolare C O,-Spannung 
mit in unsere Betrachtungen auf, berechnen fiir den Morgen- (= 36,1 mm) 
bzw. fiir den Schlafwert (48,2 mm) der alveolaren CO,-Spannung die ent- 
sprechenden C,, fiir ein Blut mit mittelgroBer Alkalireserve (bei 40 mm 
CO,-Spannung 50 Vol.-Proz. CO,) und nehmen wir an, da8 die GréBe der 
Alkalireserven keine wesentliche Anderung im Schlaf erfahren habe, so 
finden wir Grenzzahlen fiir die in der Weltliteratur gemachten Beobachtungen 
fiir den absoluten Wert der Erregbarkeitsherabsetzung durch die Wirkung 
des Schlafes mit C,, = 10-5, Die Zunahme der Wasserstoffionen- 
konzentration des Blutes im Schlaf, in Prozenten der Wasserstoffionen- 
konzentration des Wachblutes ausgedriickt, ist ein Ma8 fiir den relativen 
Wert der Reizbarkeitsherabsetzung des Atemzentrums durch die Wirkung 


Cy —C 
des Schlafes. Als Grenzzahl fiir den Ausdruck 100 -—" "abi ergibt sich 


die Zahl 22,6; d.h.: Die Abnahme der Erregbarkeit dia’ Addiosialeinns 
durch die Wirkung des Schlafes ist unter Umstianden bedeutend, in einem 
Falle ist im Schlaf die Wasserstoffionenkonzentration des Wachblutes um 
rund 20 Proz. ihres Wertes gestiegen. Unterhalb dieser mehr oder minder 
willkiirlich angegebenen Grenzwerte fallen unsere beobachteten Zahlen. 
Man darf annehmen, da8B die GréBe des absoluten und relativen Wertes 
der Erregbarkeitsherabsetzung des Atemzentrums parallel der Tiefe des 
Schlafes geht. 


Das Studium der Sauren- und Basenverhiltnisse des Blutes im Schlaf 
hat uns Einblicke gestattet in die Bedeutung des Erregbarkeitszustandes 
des Atemzentrums fiir den Mechanismus der Atmungsregulation. Die Lehre 
von der Konstanz der ReaktionsgréBe des Blutes bei den verschiedenen 
physiologischen Verhaltnissen mu8 eine Berichtigung erfahren: die C,, des 
Blutes im physiologischen Schlaf ist nachweislich erhéht. Es ergibt sich 
die bemerkenswerte Tatsache, daB im gesamten Lebensschlaf, also im 
Drittel des Lebens eines Durchschnittsmenschen die Wasserstoffzahl des 
Blutes erhéht ist; fiir den K6rper sind also fiir diese Zeit verainderte Be- 
dingungen gegeben. Fiir den Ablauf simtlichen biologischen Geschehens 
im lebenden Organismus sind bekanntlich die Reaktionsverhiltnisse von 
groBter Bedeutung. Die verschiedensten physiologischen Vorgainge werden 
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durch Stérungen desselben vielfach beeinfluBt. Mit Nernst!) sieht man die 
physiologische Erklarung eines Erregungsvorganges im Nerven in Kon- 
zentrationsinderungen der Ionen an den Zellgrenzen. Bethe*) glaubt auf 
Grund der Ergebnisse seiner Modellversuche in der Stérung der neutralen 
Reaktion an den Grenzflichen der Zellen die eigentliche Ursache der Er- 
regung annehmen zu diirfen. Wie denn im einzelnen auch das Spiel der 
Tonen an der kolloiden Zellgrenze sein mag, so darf man als gesicherte 
Tatsache betrachten, daB dabei die C,,-Anderungen eine bedeutende Rolle 
spielen. Zwar sind wir weit davon entfernt, in der nervésen Substanz die 
chemisch-physikalischen Korrelate des geistigen Geschehens auch nur 
annadhernd zu tibersehen, allein unsere mehr oder minder groben physio- 
logischen Vorstellungen tiber das Wesen der LebensiuBerung der nervésen 
Zelle erlauben uns manche Erscheinungen, die an das Leben der Nerven- 
substanz gekniipft sind, verstandlicher fiir unser jetziges Wissen zu machen, 
sie gestatten uns die Abhangigkeit des nervésen Geschehens von veranderten 
chemischen und physikalischen Bedingungen zu verfolgen und zu erkliren. 

Wir sind also vor die berechtigte Frage gestellt: Wie diwfen wir 
den Schlaf mit seiner verminderten Erregbarkeit des gesamten Nerven- 
systems in ursichliche Beziehung bringen zu der beim Schlafe zu beob- 
achtenden Veriainderung der physikalisch-chemischen Struktur des 
Organismus? Gestatten uns die verinderten Bedingungen, unter denen 
das Blut im Schlafe steht, neue Einblicke zu gewinnen in die Physiologie 
des Schlafes ? 

Wohl zu den ialtesten Deutungsversuchen des Wesens des Schlafes 
gehért die Lehre von der Ermiidung des Nervensystems*). Wie der Muskel 
des K6rpers nach einer bestimmten Arbeitsleistung ermiidet, so bedarf 
auch das titige Nervensystem nach einer gewissen Zeit der Ruhe. Man 
fand, daB der tatige, besonders der ermiidete Muskel sauer, der ruhende 
dagegen amphoter reagiert‘). Den Chemismus des ermiideten Muskels 
iibertrug man auf den Schlaf. In der lihmenden Wirkung der im stofflichen 
Umsatz der Nervenzellen sich anhiufenden Stoffwechselprodukte sah man 
das Wesen des Schlafes und glaubte im Nachweis von ,,Ermiidungsstoffen‘‘ 
das Problem des Schlafes gelést zu haben. Allein schon in der Natur dieser 
Stoffe war man sich nicht einig, die einen sprechen Milchsaéure 5), die anderen 
Kreatin und andere Umsatzprodukte des Stoffwechsels als die sogenannten 
,ponogenen‘ Korper an. Der ,,Ermiidungsstoffe’ gemeinsame Eigenschaft 
erkannte Obsteiner*); er nahm an, ,,daB das Bediirfnis nach Schlaf durch 
den erhéhten Sauregehalt des Gehirns bedingt sei‘‘; schon vorher hatte 
ein Unbekannter’) auf die Bedeutung der CO, fiir den Ablauf des Schlafes 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 6, 37, 1890. 

2) Pfliigers Arch. 168, 147, 1916. 

3) Schon Anaxagoras 450 v. Chr. soll sie gelehrt haben. 

4) Du Bois-Reymond, Gesammelte Abhandlungen zur allgemeinen 
Muskel- und Nervenphysik, 8. 2, 3. Leipzig 1877 

5) Ranke, Die Lebensbedingungen des Nerven. Leipzig 1860; Preyer, 
Uber die Ursache des Schlafes. Stuttgart 1877. 

6) Zeitschr. f. Psychiatrie 29, 224. 

7) Wien. med. Wochenschr. 1870, 8.730. Wegen der Originalitat 
der Deduktion sei ihr Inhalt mitgeteilt: ,,Wenn also waihrend des Tages 
nicht so viel CO, ausgeschieden wird, als im Kérper gebildet wurde, so 
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hingewiesen. Spiater stellte R. Dubois!) eine ,,theorie du sommeil naturel 
par autonarcose carbonique* auf und glaubte sie in Versuchén an Tieren 
und Menschen beweisen zu kénnen. 

Allen diesen Erklarungsversuchen des Schlafes, denen noch eine groBe 
Reihe mehr oder minder gelungener an die Seite zu stellen sind, fehlte 
jedoch irgend eine bzw. eine einwandfreie eindeutige experimentelle Grund- 
lage. Die Schliisse wurden meist durch theoretische Folgerungen aus Ver- 
gleichen gezogen. Direkte Untersuchungen des Blutes im Schlaf wurden 
kaum vorgenommen, ergaben niemals einwandfrei das Vorhandensein 
der hypothetischen Ermiidungsstoffe. Auch die serologischen Unter- 
suchungen?) des Ermiidungsblutes fiihrten fiir unsere Frage, von der 
Schaffung neuer Namen abgesehen, anscheinend zu keinen greifbaren 
Ergebnissen. Erst durch die Weiterentwicklung der Physiologie der Atmung 
kam man zu neuen Untersuchungsmethoden, zu neuen Fragestellungen. 
In der Haldaneschen Methode der Bestimmung der alveolaren C O,-Spannung 
wurde ein brauchbares Verfahren gefunden zur Beobachtung der COQ,- 
Spannung des Blutes; indem sich H. Straub dieser Methode bediente, 
konnte er bei Untersuchungen tiber die Atmungsregulation im Schlaf 
die mit Schlafeintritt auftretende Erhéhung derC O,-Spannung des arteriellen 
Blutes zum ersten Male einwandfrei feststellen. Er schloB auf eine Ver- 
minderung des Spannungsgefilles der CO, vom Gewebe zum Arterien- 
und Kapillarblut, also auf eine erschwerte Abgabe der CO, aus dem Gewebe, 
der durch eine verlangsamte Blutzirkulation Vorschub geleistet wird. 
Der Anstieg der CO,-Spannung im Gewebe kommt auch in einem Anstieg 
der gleichzeitig beobachteten vendésen CO,-Spannung zum Ausdruck. 
In weiterem nahm Straub als Folge der veranderten Gewebsatmung eine 
Erhéhung der C,, des Blutes und Gewebes an. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen bestiatigen Straubs Annahme. 
Straubs Hypothese des Schlafmechanismus erfihrt so eine weitere Be- 
statigung: im Schlaf fiihrt die Erregbarkeitsherabsetzung des Atemzentrums 
zu einer Erhéhung der CO,-Spannung, zu einer C,,-Erhéhung des Blutes 
und der Gewebe; sieht man die Verminderung der Erregbarkeit des Atem- 
zentrums im Schlafmechanismus als primum movens an, so lassen sich 
gewisse Begleitsymptome des Schlafes durch die C,,-Erhéhungen des Blutes 
erklaren. 

Zusammenfassung. 

1. Es wird gezeigt, daB im natiirlichen Schlafe die Wasserstoff- 
zahl des Blutes gegeniiber ihrem Wachwert erhéht ist. Die Erhéhung 
des Cy-Spiegels findet ihre Erklirung in der Beeinflussung der Atmungs- 
regulation durch den Schlaf. Im Schlafe stellt sich das Atemzentrum 
in seiner die Reaktion des Blutes regulierenden Tatigkeit auf eine 
héhere Cy ein. Es ergibt sich die bemerkenswerte Tatsache, daB im 
werden die Gewebe desselben immer CO,-reicher werden und das Gefiihl 
der Ermiidung wird iiberhand nehmen. Endlich ist der CO,-Gehalt des 
Blutes derart angestiegen, da durch Reizung der Med. oblongata jene 
Narkose herbeigefiihrt wird, die man Schlaf nennt, deren Wesen besteht 
wahrscheinlich in einer Kontraktion der feinsten Arterien, wie eine solche 
bei Kohlenséurenarkose eintritt™. 

1) C. r. Soe. de Biol. 1895, 8. 814, 830. 

2) Weichhardt, Uber Ermiidungsstoffe. Stuttgart 1910. 
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gesamten Lebensschlafe, also im Drittel des Lebens des Durchschnitts- 
menschen, fiir den Organismus veriinderte physikalisch-chemische Be- 
dingungen gegeben sind. 

2. Die Erhéhung der Cy ist vor allem durch die Zunahme der 
CO,-Spannung des Blutes bedingt. Die Alkalireserve des Blutes wird 
durch den Schlaf nur unbedeutend, in den meisten Fiillen nicht nach- 
weisbar verindert. Der Gleichgewichtszustand zwischen der freien 
und gebundenen Kohlensiure im Blute, der bei den verschiedensten 
physiologischen Bedingungen vom Organismus mit groBer Zihigkeit 
konstant gehalten wird, erfahrt im Schlafe eine Anderung. Bei Beriick- 
sichtigung der Beeinflussung der Atmungsregulation durch den Schlaf 
ist die obere Grenze der bei physiologischen Verhiltnissen auftretenden 
CO,-Spannungen des arteriellen Blutes bei ungefahr 50mm Hg an- 
zugeben. 

3. Es wird eine Methode beschrieben, die gestattet, exakt in Zahlen 
die GréBe der durch den natiirlichen Schlaf herbeigefiihrten Verinderung 
der Erregbarkeit des Atemzentrums festzulegen. Sieht man die Cy 
des Blutes des wachenden Menschen als Ausdruck des Erregungs- 
zustandes, die Cy-Erhéhung (Cj, — Cy) des Blutes durch die Wirkung 
des Schlafes als jenen der Erregbarkeitsinderung des Atemzentrums 
an, so ist in Cj, — Cy der absolute, in der Beziehung 100- i So 

H 
der relative Wert der Erregbarkeitserniedrigung gegeben. Beide GréBen 
hangen von der Tiefe des Schlafes ab. Als angenaherter Grenzwert 
ist fir Oy — Cy = 10-% gefunden worden; ihm entspricht in einem 
speziellen Falle eine Zunahme der Wasserstoffionenkonzentration des 
Blutes im Schlafe um rund 20 Proz. ihres Wachwertes. 

4. Es wird versucht, die veranderten Bedingungen, unter denen 
das Blut im Schlafe steht, zur Gewinnung von neuen Einblicken in 
die Physiologie des Schlafes heranzuziehen. H. Straubs Hypothese des 
Schlafmechanismus erhilt dadurch eine weitere Bestatigung. Sieht 
man die Verminderung der Erregbarkeit des Atemzentrums im Schlaf- 
mechanismus als primum movens an, so lassen sich gewisse Begleit- 
symptome des Schlafes durch die Cg-Erhéhung des Blutes erklaren. 


Versuche. (Abb. 1, 2, 3.) 

Im Protokoll stehen unter ,,ante‘‘ die Werte des Wachblutes, unter ,,in“ 
jene des Schlafblutes. 

G. E., 26. V. 1923. 
ante: CO,-S ung: mm 223/44, 1164,3/84,7 | alv. CO,-Spannung 44,2 mm 

CO,-Kapaz.: Vol.-Proz. | (43, 1 54,861, 4 66,6 

| 41,953,1 59,6.65,2,  Tegl. 7,308 

in: CO,- jo menage mm 25, 1/44, 3 65, 185,4 ‘alv. CO,- Ps, 51,6 mm 


CO,-Kapaz.: Vol.-Proz. | 43,0 54,3 62,565,3 | 
_ 55.1 60,6)66,9. Py vegl. 7,256 
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ante: CO, 
CO,-Kapaz.; Vol 
CO 
CO 


in: C 


ante: 


in: 


ante: 


ante: 





-Spannung: 


-Spannung: 


CO,-Spannung: 


C O,-Kapaz.: Vol.- 


CO,-Spannung: 
CO,-Kapaz.: Vol.- 


CO,-Spannung: 


CO,-Kapaz.: Vol.- 
-CO,-Spannung: 
CO,-Kapaz.: Vol. 
CO,-Spannung: 
CO,-Kapaz.: Vol.- 


: CO,-Spannung: 
CO,-Kapaz.: Vol.- 


: CO,-Spannung: 


mm 
.-Proz. 


2 mm 
9 Kapaz.: Vol. 


mm 
Proz. 


mm 
Proz. 


mm 
Proz. 


mm 
-Proz. 


K.S., 9. VI. 1923. 


31,5 39,8 45,6 61,6 
32,7 41,7 45,2 60,8 


— 41,1 45,9 60,7 


H. P., 16. VI. 1923. 
21,4 40,2 61,0 93,6 alv. 


35,4 47,8 56,3 65,4 
36,7 — 57,1'63,7 
34,7 49,2 55,2 65,7 
36,0 49,9 57,6 — 
T.L., 23. V1. 1923. 


36,6 50,9 59,1 64,9 
38,1512 — — 


37,4 48,8 56,1 62,6 
37,2 50,7582 — 


K. B., 1. VII. 1923. 


mm | 24,4 34,1 41,6 50,4 96,6) alv. CO,-Spann, 
Proz.||39,6 45,3 49,5 53,1 63.3)) 
— 53,6 62,2) 

mm 28,8 41,6 51,5 76,1 — | alv.CO,-Spann. 
Proz. 43,0 49,0 53,1 60,8 — | 
|42,8'51,7, — 59,2 — | 


40,9 — 


G. K., 6. VII. 1923. 


mim || 22,8 40,4 60,6) 10,4) alv. CO,-Spannung 


CO,-Kapaz.: Vol.-Proz. ||37,2 48,8 55,3/64,1 


: CO,-Spannung: 


38,8 48.5 63,2 





mm | 23,5 42,4 62,3'90,7) alv. CO,-Spannung 


CO,-Kapaz.: Vol.-Proz. |35,7/46,8 55,9/61,6 


/38,147,4 — | — 


20,9 31,7'43.2 100.4 alv. 


22.0 33,7 43,8 88.4 alv. 
-Proz. 33,6 41,9 47,0 59.3 


20,5 41,8 63,7 99,8 alv. 


21,9'44.3 64,6 86,7 alv. 


22,8 43,) 62,8 83,3 | alv. 


CO,-Spannung 36,5 mm 


Py Tegl. 7,299 
CO,-Spannung 39,2 mm 


Py vregl. 7,280 


CO,-Spannung 42,7 mm 


Py vegl. 7,285 
CO, Spannung 45,6 mm 


Py Tegl. 7,266 


CO,-Spannung 42,9mm 


Pu regl. 7,295 
CO,-Spannung 49,8 mm 


py regi. 7,242 


Py vregl. 7,311 


Py vegl. 7,277 


Py regi. 7,322 


Py Tegl. 7,256 
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Uber die sogenannte Autoxydation des Cysteins. 
Von 
Seishi Sakuma. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie in Berlin-Dahlem.) ( 
(Eingegangen am 7. August 1923.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Das Cystein!) gehért zu denjenigen Stoffen, die man als ,,autoxy- 
dabel bezeichnet, ein Ausdruck, mit dem man sagen will, da Cystein- 
molekiile und Sauerstoffmolekiile, wenn sie unter gewissen Bedingungen 
zusammentreffen, ,,von selbst‘‘, ohne Beteiligung anderer Stoffe, mit- 
einander reagieren. 

Nach den im folgenden beschriebenen Versuchen, die ich auf 
Anregung und unter Leitung von Herrn Warburg ausgefiihrt habe, 
scheint diese Auffassung nicht zuzutreffen. Die Reaktionsfahigkeit von 
Cysteinpraparaten nimmt mit fortschreitender Reinigung mehr und mehr 
ab. Was man bisher als ,,Autoxydation: des Cysteins beschrieben hat, ist 
nichts anderes gewesen als eine Oxydationskatalyse durch Verunreini- 
gungen. 

Inhalisiibersicht. I. Der Ausgangspunkt der Arbeit. — II. Die Methode 
der Oxydationsmessung. — III. Die Wasserstoffionenkonzentration. — 
IV. Die Darstellung des Rohcysteins. — V. Die Wirkung von Pyrophosphat 
auf die Cysteinoxydation. — VI. Die Reinigung der Reagenzien. — VII. Die 
Reinigung des Cysteins. — VIII. Die Oxydationsgeschwindigkeit des ge- 
reinigten Cysteins. — IX. Die Reaktionsfihigkeit der Cystein-Eisen- ( 
verbindung. — X. Die chemische Natur der Verunreinigungen. — XI. Zu- 
sammenfassung der Ergebnisse. 


I. Der Ausgangspunkt der Arbeit. 
Fiigt man zu einer neutralen Cysteinlésung Eisenchlorid, so er- 
scheint eine Violettfarbung, die beim Stehen der Lésung verschwindet, | 
beim Schiitteln wiederkehrt, bis das gesamte Cystein zu Cystin oxydiert 
ist. Bei Zusatz von Blausiure verschwindet die violette Farbung, | 
an ihre Stelle tritt nach wenigen Sekunden eine tiefblaue unbestindige 
: Fiairbung. — Diese Erscheinungen zeigen erstens, daB Eisen mit Cystein 








i 1) Vgl. O. Meyerhof, Pfliigers Archiv 200, 1, 1923; O. Warburg und 
P S. Sakuma, ebendaselbst 200, 203, 1923. 
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eine Komplexverbindung eingeht, zweitens, da Blausiure mit der 
Cystein-Eisenverbindung unter Bildung eines cyanhaltigen Komplexes 
reagiert. 

MiBt man die Geschwindigkeit, mit der sich eine Cysteinlésung 
unter dem Ejinflu8 der genannten Zusiitze oxydiert, so findet man, 
daB Eisen die Oxydation. beschleunigt, Blausiure die Wirkung des 
Eisens aufhebt, wie zuerst Mathews und Walker!), spiter viele andere 
festgestellt haben. Die Deutung ist nach dem vorhergehenden einfach. 
Die katalytische Wirkung des Eisens beruht auf der Reaktionsfihigkeit 
der komplexen Cystein-Eisenverbindung, die antikatalytische Wirkung 
der Blausiure auf der Bildung einer katalytisch unwirksamen Eisen- 
Cyanverbindung. 

Liegen die Verhaltnisse so weit klar, so fiigen Mathews und Walker 
eine Beobachtung hinzu, deren Deutung auf groBbe Schwierigkeiten 
st6Bt. Nach Mathews und Walker nimlich hemmt Blausiure nicht nur 
die Oxydation der eisenhaltigen Cysteinlésungen, sondern auch die 
Oxydation reiner, metallfreier Cysteinlésungen, und zwar geniigt 
1 Molekiil Blausiure zur [naktivierung von 1000 Cysteinmolekiilen. 

Reagiert Blausiure, wie Mathews und Walker annehmen, mit dem 
Cystein selbst ?), so ist zunichst nicht einzusehen, wie 1000 Molekiile 
Cystein durch ein Molekiil Blausiure inaktiviert werden kénnen, es 
sei denn, die Blausiure wandere von Cysteinmolekiil zu Cystein- 
molekiil und werde immer nur von denjenigen Molekiilen gebunden, 
die im Begriff sind, mit Sauerstoff zu reagieren. Da etwas derartiges 
zwar moglich, bisher aber nicht beobachtet ist, so wird man zunichst 
nach einer anderen Erklarung suchen. 

Eine solche ist in der Annahme enthalten®), das ,,reine“‘ Cystein, 
das man bisher in Hinden gehabt hat, sei kein reines, sondern durch 
Metall verunreinigtes Cystein gewesen. Das Einleuchtende dieser Er- 
klirung liegt darin, daB sie die Wirkung der Blausiure auf die 
Cysteinoxydation einheitlich deutet, wihrend Mathews und Walker zwei 
verschiedene Mechanismen zugrunde legen, je nachdem das Cystein 
metallhaltig oder metallfrei ist. 


1) Mathews und Walker, Journ. of biol. Chem. 6, 20, 29, 299, 1909, 

2) J. Mauthner hat gefunden (Hoppe-Seyler 78, 32, 1912), da8 Cystin, 
wie durch Zinn und Salzsaéure, so auch durch schweflige S&éure oder 
durch Cyankali zu Cystein reduziert wird, Versuche, die Abderhalden 
und Wertheimer wiederholt und — ohne Mauthner zu zitierer — vor 
kurzem mitgeteilt haben. Mauthner fand auch, da sich bei langer Ein- 
wirkung von Cyankali auf Cystein Rhodanominopropionsaéure bildet, eine 
an s.ch sehr interessante Tatsache, die aber mit der oxydationshemmenden 
Wirkung der Blausaure, schon weil es sich hier um einen st6chiometrischen 
Umsatz handelt, nichts zu tun hat. 

3) O. Warburg, diese Zeitschr. 119, 152, 1921. 
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II. Die Methode der Oxydationsmessung 
war die in dem Dahlemer Institut iibliche. Die Form des MeBgefiBes, 
das aus Quarz geblasen war, zeigt Abb. 1. Ist vy das Volumen der 
eingefiillten Flissigkeit in Kubikzentimetern, » das Volumen des 
Gasraumes in Kubikzentimetern, 7' die (absolute) Versuchstemperatur, 
a der Absorptionskoeffizient des Sauerstoffs, 
h die beobachtete Druckanderung in Milli- 
metern Brodiescher Fliissigkeit, 2 der ge- 
suchte Sauerstoffverbrauch in Kubikmilli- 
metern, so ist 
273 
ve T t+ UR G 
xr=h 





10 











vy war im allgemeinen 10 cem, vg 10 bis 
20 cem, T 293 bis 310°, der eingeklammerte 
Ausdruck — die ,,GefaBkonstante‘‘ — demnach | bis 2, was bedeutet, 
daB eine Druckabnahme von | mm einen Sauerstoffverbrauch von 1 bis 
2cmm anzeigte. 

Die Versuchszeiten betrugen 30 bis 120 Minuten. Waren die 
Priparate einigermaBen rein, so war die Oxydationsgeschwindigkeit 
innerhalb der Versuchszeiten konstant, da sich nur ein unbetrichtlicher 
Teil der gelésten Cysteinmenge oxydierte. Dann konnte die Ge- 
schwindigkeit der Oxydation pro Gewichtseinheit Cysteinchlorhydrat 
in einfacher Weise berechnet werden. Waren m mg Cysteinchlorhydrat 
eingewogen und nach ¢ Minuten vcmm Sauerstoff verbraucht, so war 
die gesuchte GréBe 





Abb. I. 





v emm 
mxt — x ina | 
Auf eine Behandlung der Cysteinoxydation nach den Regeln der 
chemischen Kinetik habe ich aus naheliegenden Griinden verzichtet. 


Ill. Die Wasserstoffionenkonzentration 
der Cysteinlésungen spielt in der Literatur eine gewisse Rolle, und 
zwar wird angegeben, bei einem py von 7,5 bis 8,0 liege das Maximum 
der Oxydationsgeschwindigkeit. Fiir Rohpriparate mag dies in vielen 
Fallen zutreffen. 

Ich habe bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen ge- 
arbeitet, im allgemeinen, um meine Zahlen mit denen der Literatur 
vergleichen zu kénnen, bei einem pg von 7,7. 

Da es nicht angeht, die zur Oxydationsmessung dienende Lésung 
mit Indikatoren zu verunreinigen, so wurde durch einen Vorversuch 
der pro Milligramm Cysteinchlorhydrat erforderliche Alkalizusatz er- 
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mittelt und daraus die Alkalimenge, die der Versuchslésung zugesetzt 
werden mute, berechnet. Nach Beendigung der Oxydationsmessung 
wurde dann zur Kontrolle die Wasserstoffionenkonzentration der 
Versuchsl6sungen mit Hilfe von Indikatoren bestimmt. 


IV. Die Darstellung des Rohcysteins 

geschah nach der Methode von Bawmann?) unter Befolgung der Vor- 
schrift von EF. Friedmann?). Das zur Reduktion verwendete Cystin 
war aus Haaren hergestellt und besaB die spezifische Drehung ap, — 216°. 
Es wurde mit der zehnfachen Menge Salzsiure (1 Teil konzentrierte 
Siure, 2 Teile Wasser) iibergossen und nach Zusatz von Zinn und 
einem Kérnchen Platinchlorid 6 Stunden auf dem Wasserbade erwirmt. 
Dann wurde mit dem fiinffachen Volumen Wasser verdiinnt, das Zinn 
mit Schwefelwasserstoff ausgefallt und das Filtrat im Vakuum zur 
Trockne verdampft. 

Die Oxydationsgeschwindigkeit des so gewonnenen Cysteins (ver- 
gleiche Tabelle II) war von der GréBenordnung, die bisher in der 
Literatur fiir das reine Cystein angegeben worden ist. 


V. Die Wirkung von Pyrophosphat auf die Cysteinoxydation. 


Auf Grund der in Abschnitt I geiuBerten Annahme war zu er- 
warten, daB nicht nur Blausiure, sondern auch andere Komplexbildner 
die Cysteinoxydation hemmen, nimlich solche, die festere Komplexe 
bilden als das Cystein, also imstande sind, der Cystein-Metallverbindung 
das Metall zu entreiBen. 

Von Komplexbildnern habe ich gepriift: Oxalate, Tartrate, 
Rhodanide und Pyrophosphate. Die drei Erstgenannten zeigten keinen 
hemmenden Einflu8, dagegen hemmte Natriumpyrophosphat*) — 
in m/100 oder m/10 Lésung — die Cysteinoxydation in ahnlichem 
MaBe wie Blausiure. Kontrollen mit gewéhnlichen, nicht komplex- 
bildenden Phosphaten verliefen negativ. 

Zu den Versuchen benutzte ich das nach dem vorigen Abschnitt 
dargestellte Rohcystein, das ich bei Wasserstoffionenkonzentrationen 
von 10—° bis 10—" mit dem Pyrophosphat in Reaktion brachte. Ist 
die Reaktion saurer, so ist die Komplexbildung unvollstandiger, die 
hemmende Wirkung geringer. 

Zwei Versuche mit Pyrophosphat, bei zwei verschiedenen Wasser- 
stoffkonzentrationen, sind in den Tabellen I und II zahlenmibig, 


1) EH. Baumann, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 299, 1883/84. 

2) E. Friedmann, Hofmeisters Beitrage 4, 504, 1904. 

$) Uber Eisen -Pyrophosphatkomplexe vgl. die schéne Arbeit von 
M. P. Pascal, Ann. de Chim. et Phys. (8) 16, 359 und 520, 1909. 
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in den Abb. 2 und 3 graphisch wiedergegeben, zum Vergleich sind 
zwei Parallelversuche mit Blausiure eingetragen. Man erkennt aus 
diesen Beispielen die ahnliche Wirkung der beiden Komplexbildner. 


Tabelle I. 






































37,5°. Gasraum Luft. py = 9,24. Roheystein. 
Sauerstoffverbrauch in cmm 
Zeit 
in 16 mg Cystein-H Cl 16mg Cystein-H Cl 16 mg Cystein-HCl 
Minuten in 10 ccm Wasser _ in 10cem in Wccm 
: BCE waeee im/10 Natriumpyrophosphat m/1000 Kaliumeyanid 
10 94,2 2,6 46 
20 164 6,05 8,4 
30 224 9,5 13,0 
40 274 13,0 16,8 
50 312 16,4 20,6 
60 340 18,2 22,2 
550 wa i T 550 T T T T 
Pars oaks ante meee 
, | 
300'- t + + 4 + lil 300 as Mais + teebicdincetacitc Pd 
| | 
Net | | 
250 t t t t 1 250}-——-—- + 4 ES 
| Wr 
200 200} ——+-_+-—_A__;—_|—- 
sae 
| | 
750 + } : ; Pe satel site —— ts EE SEES, 
. | | | | | | ! | 
100 y t t + + 100} +++ 
50 ' t } + } 50}- i lla }——__}-_|_ 
cn | | | cum 
Mr-3 A Nr 2\u. We 3. 
I |WMn2 | t | 
0 70 20 30 40 50 60 0 70 20 30 40 50 60 
—»f eo 


Abb. 2. Kurve 1: Cystein in Wasser. Kurve 2: Abb. 3. Kurve 1: Cystein in Wasser. Kurve 2 u. 3: 
in Pyrophosphat. Kurve 3: in Cyanid. — py, 9,24- Cystein in Pyrophosphat und Cyanid. — pyy 10,2. 


Tabelle II. 
37,6°. Gasraum Luft. Py = 10,2. Roheystein. 





Sauerstoffverbrauch in cmm 


Zeit ~ - ———— 
in 16 mg Cystein-HCl 16 mg Cystein-H Cl 16 mg Cystein-H Cl 
Minuten in 10 ccm Wasser | m/10 badehemmeniivcsiben 1/1000 Kalivmneyanid 
10 | 96 6,84 | 7,7 
20 | 155,5 10,25 10,6 
30 | 208 13,7 13,7 
40 | 252 16,2 16,7 
50 292 19,65 19,75 
60 325 23,1 | 23,5 
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Fast kann man sagen, daB das Ergebnis der Pyrophosphatversuche 
die Frage, um die es sich in dieser Arbeit handelt, entschied. Jedenfalls 
ermutigte es zu dem — wie vorauszusehen war, nicht leichten — Unter- 
nehmen, dem komplexbildenden Cystein Spuren von Schwermetall 
zu entziehen. 

VI. Die Reinigung der Reagenzien 
geschah mittels der in Abb. 4 wiedergegebenen Vorrichtung. A ist ein 
Quarzkolben, H eine Quarzhaube, P ein glasierter Porzellanbecher, 
St der Stopfen fiir den Porzellanbecher, D eine Platinspirale. 

Zur Priifung des Geriites destilliert man zunichst Wasser in den 
Porzellanbecher iiber, fillt dann den Quarzkolben mit konzentrierter 
Salzsiure und erwirmt, wobei das Ansatzrohr des Quarzkolbens nicht 
in das Wasser eintaucht, sondern frei itber dem Wasserspiegel miindet. 
Ist die Salzsiiure in dem Porzellanbecher sechsfach normal geworden, 
so unterbricht man die Destillation und verdampft 20 cem der Salz- 
siure, unter Zusatz eines Kérnchens 
reinen Kaliumchlorats, in einem 
Porzellantiegel auf dem Wasserbade. 
Der Riickstand wird mit 1 ccm 
Wasser aufgenommen, in ein 
Reagenzglas iibergefiihrt und mit 
lcem 10proz. Rhodankaliumlésung 
und | ccm der destillierten sechsfach 
normalen Salzsiure versetzt. Stellt 
man das Reagenzglas auf eine 
hell beleuchtete weiBe Unterlage 
und sieht von oben hinein, so darf 
keine Farbung, auch kein Stich ins Gelbliche, zu sehen sein. Wird 
dieser Forderung Geniige getan, so sind in 20ccm der destillierten 
Salzsiure weniger als !/ 9999 mg Eisen, und das Material der Destillations- 
vorrichtung, der Quarz und die Porzellanglasur, ist brauchbar. Die 
Priifung des Geriites geschieht mit Salzsiure, weil diese Siure besonders 
leicht Metall aus dem Gerit herauslést. 

Wie die Salzsiure, so werden auch Wasser, Athylalkohol und 
Propylalkohol destilliert und in glasierten Porzellanbechern aufbewahrt. 

Was das Alkali anbetrifft, das man zur Neutralisation des Cysteins 
braucht, so gibt es im Handel Natriummetall, das, in einer Porzellan- 
schale in Wasser aufgelist, eine geniigend reine Lauge liefert. Macht 
man die Lauge n/10 und priift 20 ccm, wie oben die Salzsiure, so findet 
man oft keine Spur einer Farbung bei Zugabe des Rhodanids. — Be- 
quemer und sicherer ist es, sich das metallfreie Alkali durch Destillation 
von kauflichem Ammoniakwasser, dem man etwas Bariumchlorid 
zusetzt, zu verschaffen. 


H 


Abb. 4. 
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Konsequenterweise wird man das Alkali nicht aus einer Glas-, 
sondern aus einer Quarzbiirette zuflieBen lassen und wird die Cystein- 
lésung nicht in Glas, sondern in Quarz bereiten. 

Ich habe die Erfahrung gemacht, da8 Verunreinigungen durch 
Luftstaub, wenn man einigermaBen vorsichtig arbeitet, nicht zu fiirchten 
sind. Dagegen hat man sich vor Verunreinigungen zu hiiten, die durch 
Beriihrung besonders der Stopfen mit den Fingern entstehen kénnen. 
Am besten trocknet man alle GefiBe in einer Umwicklung mit ,,quanti- 
tativen Filtern und arbeitet dann weiter etwa so, wie bei bakterio- 
logischen Versuchen. Bei Befolgung dieser Vorschriften wird man 
UnregelmaBigkeiten kaum erleben. 


VII. Die Reinigung des Cysteins. 

Da die Oxydation des Rohcysteins in alkalischer Lésung langsamer 
verlauft als in neutraler Lésung, so ist anzunehmen, da die komplexen 
Cystein-Metallverbindungen in alkalischer Lésung weniger bestindig 
sind als in neutraler Lésung. Unter diesem Gesichtspunkte behandelte 
ich Rohcystein in alkalischer Lésung mit Alkalisulfid. 

Kine Lésung von 20g Cysteinchlorhydrat in 100 ccm Wasser 
wurde mit Schwefelwasserstoff gesittigt. Dann wurden 2 Molekiile 
feingepulverten Barythydrats eingetragen, eine halbe Stunde Schwefel- 
wasserstoff durchgeleitet und einige Stunden in verschlossenem Gefif 
stehengelassen. Allmahlich bildete sich ein schwarzer Niederschlag 
von Metallsulfid, von dem durch ein ,,quantitatives“ Filter abfiltriert 
wurde. Das Filtrat wurde im Quarzkolben mit reiner Salzsaure iiber- 
sittigt, der entstehende Schwefelwasserstoff durch Evakuieren entfernt 
und schlieBlich in einer Porzellanschale auf dem Wasserbade zur Trockne 
verdampft. Der feingepulverte Riickstand, ein Gemisch von Cystein- 
chlorhydrat und Bariumchlorid, blieb zwecks vélliger Trocknung und 
Entfernung von iiberschiissiger Salzsiure 24 Stunden im Vakuum- 
exsikkator iiber festem Kaliumhydroxyd stehen und wurde dann in 
der Kialte mit Alkohol mehrfach extrahiert. Das Extrakt war barium- 
frei und hinterlieS beim Verdunsten im Vakuum das gereinigte Cystein- 
chlorhydrat, das ich im folgenden als ,,Cysteinchlorhydrat I“ bezeichne. 

Zur weiteren Reinigung kristallisierte ich das Praparat I aus der 
fiinffachen Menge Athylalkohols oder Propylalkohols um, wobei ich, 
um Veresterung zu vermeiden, nur kurze Zeit erwirmte. Aus dem 
alkoholischen Filtrat fiel die Substanz beim Abkihlen in langgestreckten, 
zu Biischeln vereinigten Tafelchen, mit einer Ausbeute von etwa 
10 Proz., aus. Ich bezeichne das so gewonnene Priparat als ,,Cystein- 
chlorhydrat IT. 

Die gereinigten Cysteinchlorhydrate sind basische Chlorhydrate, 
deren Gehalt an Cystein durch Titration mit Jod in alkoholischer 
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Lisung bestimmt wurde. Beispielsweise verbrauchten 0,1523 g eines 
lufttrockenen Praparates II, in 96proz. Alkohol gelést, 10,3 cem 
n/10 Jodlésung, wahrend sich fiir das neutrale Salz (C,H,O,NS8) HCI 
9,7 ccm Jodlésung berechnet. 

Das bei der Titration mit Jod ausfallende Cystin wurde durch 
Bestimmung von Kohlenstoff, Wasserstoff und der spezifischen Drehung 
identifiziert. 

0,1505 g Substanz gaben bei der Verbrennung 0,1652g CO, und 
0,0718 g H,O, d. i. 29,94 Proz. C und 5,33 Proz. H. Berechnet fiir Cystin: 
30,0 Proz. C und 5,00 Proz. H. 0,014g Substanz, mit n HCl zu 20 cem 
gelést, drehten die Polarisationsebene gelben Lichts im 2 dm-Rohr 0,32 Grade 
nach links, also afp;) = — 228°, wahrend E. Fischer und Susuki fiir die 
spezifische Drehung des Cystins — 222° angeben. 


VIII. Die Oxydationsgeschwindigkeit des gereinigten Cysteins 
wurde nach dem in Abschnitt I] beschriebenen Verfahren gemessen. 
In Tabelle III sind einige Versuche zusammengestellt, aus denen hervor- 
geht, wie groB der EinfluB des Reinigens auf die Oxydationsgeschwindig- 
keit ist. Die Tabelle beginnt mit den besten bisher ausgefiihrten Ver- 
suchen, namlich mit denen von Mathews und Walker!) und von Dixon 
und Tunnicliffe*), die fiir den Quotienten Kubikmillimeter /Milligramm 


Tabelle III. 
1 mg Cysteinchlorhydrat verbraucht beim Ubergang in Cystin 35,7 emm 








Sauerstoff. 
Volumen, in | 
Menge des seg Temperatur . 
tics Cystein. = | PH | teal dep ee cmm 
acm HCl | gelost war | Hf Versuch gency mg X Min. 
} 8 
mg com } oC cmm 
Mathews u. Walker") 2000 50 neutral, Zimmers jetwa 7000} 0,07 
temperatur | pro Stunde 
Dixon u.Tunnicliffe?) 9,1 ? 7,6 20 | 965 0,21 
| in 50 Min. 
EKigenes Priparat 
Roheystein . . . 16 10 9,24 37,5 370 0,354 
pro Stunde 
Eigenes Praparat 
Rohcystein .. . 16 10 6,8 37,5 191 0,199 
pro Stunde 
resem Fs ss 16 10 6,8 37,5 13,94 0,0145 
pro Stunde 
ip Be ise iu) iain 16 10 7,6 37,5 15,6 0,0162 
pro Stunde 
Soegraro sg) hoa 8 7,7 20 3.66 | 0,0024 
pro Stunde 
ie Me Gs as 42.3 10 7,7 20 3,35 0,0013 
} pro Stunde 
= Bas as as 16,3 10 7,7 20 1,54 0,0008 
in 2 Stunden | 





1) Mathews und Walker, |. c. 
2) Dixon und Tunnicliffe, Proc. Roy. Soc. London 94, 266, 1923. 











76 S. Sakuma: 


x Minuten den Wert 0,1 bis 0,2 bei Zimmertemperatur fanden. Unser 
Rohcystein gab bei 37° Werte von 0,2 bis 0,4, also dieselbe GréBen- 
ordnung. Durch die Behandlung mit Bariumsulfid sinkt der Wert 
des Quotienten (Praparate I) auf etwa 0,01 und durch das darauf- 
folgende Umkristallisieren (Priparate II) bis auf etwa 0,001. Unser 
bestes Praparat oxydiert sich 100mal langsamer als die Priparate 
von Mathews und Walker und 250mal langsamer als das Priiparat 
von Dixon und Tunnicliffe. — Sehr anschaulich kann man dies Er- 
gebnis auch so ausdriicken: die Zeit, die zur Oxydation der halben in 
Lésung befindlichen Cysteinmenge erforderlich ist, betrdégt nach Mathews 
und Walker sowie Dixon und Tunnicliffe einige Stunden, fiir unser 
reinstes Préparat 14 Tage. 

Was man also bisher als ,,Autoxydation‘‘ des Cysteins bezeichnet 
hat, ist — zum mindesten zu 99 Proz. — nichts anderes gewesen als 
eine Oxydationskatalyse durch Verunreinigungen. 


IX. Die Reaktionsfihigkeit der Cystein-Eisenverbindung 
bestimmen wir, indem wir zu einer gereinigten Cysteinlésung Eisen 
in Form von Eisenchlorid setzen und die Oxydationsgeschwindigkeit 
vor und nach dem Eisenzusatz ermitteln. Der Quotient 


cmm verbrauchten Sauerstoffs vor dem Zusatz — cmm verbrauchten Sauerstoffs nach dem Zusatz 





mg zugesetzten Eisens < Minuten. 
der mit np. bezeichnet werde, gibt dann ein Mindestmaf fiir die Reak- 
tionsfahigkeit der Komplexverbindung. 

Kinige Versuche, aus denen np. berechnet werden kann, sind in 
Tabelle IV zusammengestellt. Aus ihnen erkennen wir die enorme 
Reaktionsfihigkeit der Komplexverbindung. In wenigen Sekunden 
reagiert die gesamte, jeweils zugesetzte Eisenmenge. 

Wir erkennen weiterhin, daB 1/, 999, mg Eisen noch eine sehr 
bequem meBbare Wirkung hervorruft. Einige 1/,99999 mg Eisen, einem 
Volumen von 10 ccm zugesetzt, kénnen also mittels der Cysteinkatalyse 
nachgewiesen werden, was — soviel mir bekannt ist — mit keiner 
der gewohnlichen analytischen Methoden méglich ist. Es hat deshalb 
keinen Sinn, eine Cysteinlésung, die mit Rhodan keine Rotfairbung 
gibt, als ,,einwandfrei eisenfrei‘‘!) zu bezeichnen. 

Natiirlich haingt die Beschleunigung, die ein bestimmter Eisen- 
zusatz zur Folge hat, ganz von der Reinheit des Cysteinpraparates 
ab, und es ist deshalb nicht sachgemaB, eine Beziehung zwischen Oxy- 
dationsbeschleunigung und Konzentration des zugesetzten Eisens zu 
suchen. Folgen wir aber hierin Mathews und Walker, so finden wir 


1) Vgl. E. Abderhalden, Arch. f. d. ges. Physiol. 198, 125, 1923. 
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Tabelle IV. 
1 mg Fell verbraucht beim Ubergang in Fe!!! 100 emm Sauerstoff. 2 





= 


Flissigkeits- 


Cysteine | Volumen, ee 
N in dem das a der Sauerstoffverbrauch , 
Nr. | chlorhydrat | Cystein Pu Oxydations- URe 
gelost war messung 
mg | ccm | oC | cmm 


ohne Fe-Zusatz 


21,7 in 60 Minuten 
1 668 10 1,7 20 2000 
+ 0,0005mg Fe 
83,0 in 60 Minuten 


ohne Fe-Zusatz 


| Re | 6,1 in 60 Minuten | 
2 26,6 10 7,7 20 3 | 1600 
+ 0,000 17mg Fe 
22.7 in 60 Minuten 


ohne Fe-Zusatz 
3,7 in 60 Minuten 


| 1300 
| + 0,0001 mg Fe 
| 


3) 248 10 7,7 20 
11.2 in 60 Mmuten 


ohne Fe-Zusatz 

i 3.4 in 60 Minuten 

4 423 i OT 49 20 : 1800 
+ 0,0002mg Fe 

25.3 in 60 Minuten 





beispielsweise (Versuch 4 der Tabelle), dab die Oxydationsgeschwindig- 
keit durch einen Eisenzusatz von 3,6.10—7 Molen Fe pro Liter auf 
das Siebenfache ansteigt. Viel geringer war die Oxydationsbeschleunigung 
in den Versuchen von Mathews und Walker — eben weil ihre Prapa- 
rate unreiner waren —, indem ein Eisenzusatz von 10-5 Molen Fe 
pro Liter die Oxydationsgeschwindigkeit nur verdoppelte'). 


X. Die chemische Natur der Verunreinigungen, 

die in den Priaparaten anderer Forscher waren, anzugeben, ist natiirlich 
unmoglich. Wenn aber, was anzunehmen ist, Mathews und Walker, 
sowie Dixon und Tunnicliffe analysenreine Praparate in Handen 
gehabt haben, so kénnen die fraglichen Verunreinigungen nicht wohl 
etwas anderes gewesen sein als Schwermetalle. Bedenkt man, dal 
das destillierte Wasser des Laboratoriums vielfach Kupfer enthalt, dal 
Glaser Eisen und Mangan abgeben, und da® in keiner der zitierten 
Arbeiten VorsichtsmaBregeln in dieser Hinsicht mitgeteilt werden, so 
kann man fast mit Sicherheit sagen, daB die bisher beschriebenen 
Praparate mit Metall verunreinigt waren. 


1) Mathews und Walker, 1. c., 8S. 299ff. 
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Die Verunreinigung meiner eigenen Praparate dagegen kann ich 
angeben. Sie war immer und ausschlieBlich Eisen. Hatte ich nimlich 
ein unreineres, sich relativ schnell oxydierendes Praparat, so konnte 
ich aus der Oxydationsgeschwindigkeit und dem Werte von 7g be- 
rechnen, wieviel Eisen das Priparat enthalten muBte unter der Voraus- 
setzung, daB Eisen allein die wirksame Verunreinigung war. Tat ich 
das und bestimmte dann das Eisen in der Asche des Priiparates, so 
war die Ubereinstimmung ausgezeichnet. 


XI. Zusammenfassung der Ergebnisse. 

1. Durch Reinigung des Cysteins erhalt man Priaparate, die sich 
250- bis 100mal so langsam oxydieren als die in der Literatur be- 
schriebenen. Was bisher als ,,Autoxydation’ des Cysteins beschrieben 
worden ist, war — zum mindesten zu 99 Proz. — nichts anderes als 
cine Oxydationskatalyse durch Verunreinigungen. 

2. Mit Hilfe der Cysteinkatalyse kénnen Eisenmengen nach- 
gewiesen werden, die mit den gewéhnlichen analytisch-chemischen 
Methoden nicht mehr erkennbar sind. 

3. Die Hemmung der Cysteinoxydation durch Blausiure war der 
einzige Fall, in dem Blausaure die Oxydation eines metallfreien Systems 
antikatalytisch zu hemmen schien!). Auch dieser Fall ist nunmehr 
als Eisenkatalyse erkannt. 


1) Vgl. hierzu die Arbeiten, die E. Abderhalden iiber die Zellatmung 
geschrieben hat (Arch. f. d. ges. Physiol. 197 bis 199, 1922/23). Thr Inhalt 
wird durch die vorliegende Untersuchung widerlegt. Dasselbe gilt von 
den Betrachtungen H. Wielands (Oppenheimers Handb. d. Biochemie, 
2. Aufl., II, 252, 1923) iiber die Oxydation des Cysteins und die Hemmung 
der Oxydatiou durch Blausaure. 
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Uber den Vitamingehalt verschiedener Speisepilze. 


Von 
Saburo Hara aus Tokio, Japan. 
{Aus dem pharmakologischen Institut der Universitit Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 7. August 1923.) 


Mit 19 Abbildungen im Text. 


Die Frage nach dem Niahrwert der Speisepilze ist alt und viel 
umstritten. Auf der einen Seite stehen die Anschauungen, nach denen 
die Pilze durch hohen Gehalt an EiweiB und anderen Nihrstoffen, 
besonders Kohlehydraten, ausgezeichnet seien, auf der anderen Seite 
wird darauf hingewiesen, daB nur ein Teil der Stickstoffsubstanz als 
verdauliches und leicht ausnutzbares Eiwei8 anzusprechen sei und dab 
der behauptete Nahrwert hauptsichlich auf den Beigaben bei der 
Zubereitung, wie z. B. Mehl, Butter und dergleichen beruhe. Da bei 
der Bedeutung der Speisepilze als Volksnahrungsmittel, besonders in 
den durch den Krieg verarmten Landern die Frage neuerdings wieder 
an Interesse gewonnen hat, stellte ich mir die Aufgabe, einige der 
bekannteren Pilze auf ihren Gehalt an Vitaminen zu _ untersuchen. 
Soweit sich feststellen lieB, sind systematische Untersuchungen tiber 
diesen Gegenstand noch nicht ausgefiihrt worden. Bei den nahen 
biologischen Beziehungen der Speisepilze zur Hefe erschien eine solche 
Arbeit nicht aussichtslos; andererseits konnte erwartet werden, dab 
sich bei solchen Versuchen an chlorophyllfreien Pflanzen neue Gesichts- 
punkte fiir die Bewertung des Chlorophylls und anderer Pflanzen- 
farbstoffe in der Stoffwechselphysiologie ergaben. 

Das Ziel meiner Arbeit war demnach, Tiere (Ratten, Meer- 
schweinchen, Tauben, Mause) durch Entzug notwendiger Nahrungs- 
stoffe krank zu machen und an diesen Tieren die Frage der Schutz- 
und Heilwirkung durch Speisepilze zu studieren. 


Versuche an Ratten. 


Versuchsanordnung. 

Die Ratten wurden wahrend der mehrere Monate dauernden Versuchs- 
zeit einzeln in 3 Liter fassenden Glaskafigen gehalten, in denen ein weit- 
maschiger Drahtboden das Durchfallen des Kotes und der nicht aufge- 
nommenen Futterreste gestattete. Die Kafige waren gleich gro®B und wurden 
in der Regel jeden zweiten Tag gereinigt. 
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Als Lager diente den Tieren frische Holzwolle mit kleinen Mengen von 
Watte; etwa 5cm unter dem Drahtboden tag auf dem Boden des Glas- 
kafigs eine diinne Schicht Sagespaine. Die Fiitterung der Tiere wurde in 
Anlehnung an die Erfahrungen von Hopkins, McCollum, Osborne und 
Mendel') und besonders im Hinblick auf den letzten Versuch von Hof- 
meister”) betiatigt. Osborne, Wakeman und Ferry*) fanden, daB lang aus- 
gekochtes Fleisch vitaminfrei und fiir solehe Versuche brauchbar ist. Des- 
halb wurde folgendes Futter den Tieren gereicht: ausgekochtes Fleisch, 
Reis, Fett und Niahrsalze. Als Fleisch wurde geniigend ausgekochtes 
Pferdefleisch, ausnahmsweise auch Rindfleisch verwendet. AuBerdem 
wurde polierter Reis in guter Handelsware, als Fett das reinste Kokosfett 
des Handels gegeben. Das verwendete Salzgemisch setzte sich aus folgenden 
Teilen zusammen: 56g Citronensiture, 206g offizinelle Phosphorsiure, 
107 g konzentrierte Salzsiiure, 2,6 ccm konzentrierte Schwefelsiure, 68 g 
Caleiumearbonat, 12g Magnesiumecarbonat, 17g wasserfreies Natrium- 
carbonat, 71 g Kaliumcarbonat, 0,01 g Jodkalium, 0,04 g¢ Mangansulfat, 
0,12 g Natriumfluorid, 0,01 g Kalialaun und 3 Tropfen offizinelle Eisen- 
chloridlésung. Das Gemenge wurde getrocknet und dann in einer Reib- 
schale zu einem feinen Pulver verrieben. 

Zur Verwendbarkeit als Futter wurde 1% oder 1 Pfund Pferdefleisch 
durch die Fleischmaschine getrieben, dann 30 Minuten lang in Wasser 
gekocht und nach dieser Zeit das Wasser gewechselt und wiederum 14 Stunde | 
gekocht. Dies wurde viermal nacheinander wiederholt. Der Reis, der einige 
Stunden im kalten Wasser gelegen hatte, wurde nochmals durchgewaschen 
und etwa eine Stunde lang gekocht. Vorbezeichnetes Material stellte ich 
in der Regel alle 2 Tage frisch her. 

Die in allen Versuchen verwendete Futtermischung hatte folgende 
Zusammensetzung: 50g Reis, 23 g ausgekochtes Fleisch, 4 g Salzmischung, 
dann 13g geschmolzenes Kokosfett; hinzu kam noch eine entsprechende 
Wassermenge. Dieses Futter bildete anfangs einen gleichmaéBigen Brei, 
spiter einen knetbaren, zihen Teig, ich bezeichne es als ,,Grundfutter* 
meiner Versuche. 

In der Regel fiitterte ich die Tiere taiglich vormittags zur bestimmten 
Zeit. Ausnahmsweise wurden ihnen nochmals Futter gereicht, wenn die 
ersten Mengen nicht geniigten. Das Futter wurde stets frisch und in aus- 
reichender Menge gegeben. 

Das Gewicht der Tiere wurde bei den meisten Versuchen mindestens 
zwei- bis dreimal wéchentlich zur bestimmten Zeit nachmittags festgestellt. 
Da es von der Nahrungsaufnahme, von Harn- und Kotentleecung merklich 
beeinfluBt wird, wurden Bruchteile von Grammen im allgemeinen nicht 
beriicksichtigt. 

Ich benutzte zumeist Ratten von 150 bis 200 g Gewicht. Das Gewicht 
der gesunden Versuchstiere ist wesentlich von ihrem Alter abhangig. Alle 
meine Versuchstiere waren im Gegensatz zu den Versuchen anderer Autoren 
relativ alt, aber immerhin noch in der Wachstumsperiode. Wie die Er- 
fahrung lehrt, treten die neuritischen Erscheinungen um so leichter auf, je 
jiinger die Tiere sind. Auch ich machte bei meinen Versuchen die gleiche 
Beobachtung. 


1) Osborne und Mendel, Journ. of. biol. Chem. 37, 372, 1919. 
2) Hofmeister, diese Zeitschr. 128, 543, 1922. 
3) Osborne, Wakeman and Ferry, Journ. of biol. Chem. 89, 35, 1919. 
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Was die Rattenart betrifft, so waren meine Versuchstiere aus gleichen 
Wiirfen, sogenannte Bastarde von weiSen Ratten und grauen Hausratten. 
Hofmeister) benutzte viel jiingere, nur gutartige weiBe Ratten, die auf der 
Hand sitzend fraBen (Mitteilung von Prof. Flury). Dies brachte mich zu 
der Ansicht, daB die zwei verschiedenen Arten von Ratten auch ein ziemlich 
verschiedenes Verhalten im Krankheitsbild geben mégen, insbesondere was 
Widerstandsfahigkeit, Kérpergewichtsabnahme, Lebensdauer, Muskel- und 
Nervensymptome bei vitaminfreier Kost anlangt. 

Das Sammeln der verschiedenen Arten der wichtigsten Speisepilze 
machte insofern gewisse Schwierigkeiten, da die Pilzzeit schon gréBten- 
teils voriiber war, als ich mit meinen Versuchen begann. Das ver- 
wendete, sehr behutsam ausgewahlte Pilzmaterial wurde auf dem 
Wiirzburger Markt gekauft. Es wurden nur schéne, madenfreie Pilze 
verwendet. Nachdem die Pilze von allen beigemengten Fremdkérpern, 
wie Blattern, Nadeln usw. auf das sorgfiltigste gereinigt worden waren, 
wurden sie, um eine Schidigung durch die Sonne zu vermeiden, im 
zerstreuten Licht bei Zimmertemperatur fein zerschnitten und langsam 
getrocknet. Ein Teil dieses getrockneten Materials wurde in Glasern 
aufbewahrt und der Rest in Glasern mit Alkohol iiberschiittet. 

Zum Versuche wurden die fein geschnittenen Pilze in bestimmter 
Menge dem Futter beigemengt. AuBer diesem getrockneten Material 
verwendete ich noch rohe Pilze, die im eigenen Safte kurz gekocht und 
in einem Erlenmeyerkolben steril aufbewahrt wurden. Sie kamen in 
kleinen Stiickchen von etwa 3 bis 5 g Gesamtgewicht zur Verfiitterung. 

Verwendet wurden Vertreter der verschiedenen Familien, und zwar 
aus der Familie Polyporaceae (Lécherpilze) Boletus edulis Bulliard 
(Steinpilz), aus der Familie Telephoraceae (Rindenpilze) Craterellus 
cornucopioides Linné (Totentrompete), aus der Familie Agariacaceae 
(Blatterpilze) Cantharellus cibarius Fries (Eierschwamm), Psalliota 
arvensis Schaffer (Champignon), Clitocybe mellea Vahl (Hallimasch), 
aus der Familie Hydnaceae (Stoppelpilze) Hydnum repandum Linné 
(Semmelstoppelpilz). Aus der Gruppe der Ascomyceten wurde der 
Polyporus versicolor (vielgestaltiger Lécherpilz), ein an Biumen 
wachsender ungenieBbarer ,,Schwamm‘‘?) gewihlt. 

Zur genaueren Orientierung iiber die Fiitterungsanordnung muB 
ich an dieser Stelle noch eine Einteilung der Versuchstiere erwahnen. 

Meinen Versuchen lagen drei verschiedene Fiitterungsarten zu- 
grunde, und dementsprechend waren auch die Ratten in drei Gruppen 
eingeteilt. Das als Grundfutter bezeichnete Gemisch aus Reis, aus- 
gekochtem Fleisch, Kokosfett und Salzmischung soll nach den Er- 
fahrungen vieler Autoren vollkommen frei von Vitaminen sein (dies 


1) Hofmeister, diese Zeitschr. 128, 544, 1922. 
2) Ludwig Klein, Gift- und Speisepilze und ihre Verwechslungen. 
Heidelberg 1922. Edmund Michaels Fihrer fiir Pilzfreunde. Zwickau 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 142. 6 
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geht auch aus meinen Versuchen A 10 und A 4 hervor). Die erste Gruppe 
der Tiere bekam dieses Grundfutter und eine Zulage von Lebertran, 
letzterer ist durch einen hohen Gehalt an A-Vitamin ausgezeichnet. 
Diese Fiitterung ist frei von B-Vitamin und C-Vitamin. Die zweite 
Gruppe der Tiere bekam das Grundfutter und auBerdem Roggenbrot, 
welches einen reichen B-Vitamingehalt aufweist. In diesem Futter 
findet sich kein oder nur sehr wenig A-Vitamin, mit Sicherheit dagegen 
kein C-Vitamin. 

Fir die dritte Gruppe der Tiere setzt sich das Futter aus Grund- 
futter, Lebertran und Roggenbrot zusammen. In dieser Futtermischung 
finden wir sowohl A-Vitamin als auch B-Vitamin. Das Vorhandensein 
von C-Vitamin kann aller Wahrscheinlichkeit nach ausgeschlossen 
werden wie bei Gruppe I und II. 

Folgende Tabelle 1aBt das in den drei Gruppen verwendete Futter 
erkennen. 





Reihe Reis | Fleisch | Kokosfett, Salz Lebertran| Brot 


| ] ] 
I. Gruppe, ,B-Tiere“ .|| 50 23 13 4 | 10 — 
II, Gruppe, ,A-Tiere* ,| 50 eee 4 ; — 10 
III. Gruppe, ,C-Tiere*. |) 5 23 13 . 10 


Zwecks Kontrolle wurden von bekannten vitaminhaltigen Mate- 
rialien Hefeextrakte, Malzkeimextrakt, Mohrriibenextrakt, Zwiebeln, 
Tomatenextrakte und andere mehr verwendet. 


Krankheitsbild bei den Ratten und Verlauf der Versuche. 
Ratten der Gruppe I (Futter frei von Vitamin B und C, nur A vorhanden). 


Die Tiere, die das Futter der Gruppe I (,,B-Futter‘‘) bekamen, nahmen 
dasselbe gerne auf. 150 Tage nach Versuchsbeginn habe ich den Versuch 
abgebrochen, da fast alle Tiere noch am Leben waren. Nur zwei Tiere 
(B 3 und B 4) gingen nach 56 bzw. 54 Tagen zugrunde. Einige Tage vor 
dem Tode erfolgte ein rapider Gewichtssturz. Die Sektion ergab Pneumonie 
(hochgradige Entziindung beider Lappen); beide Tiere zeigten Skorbut- 
erscheinungen. 

Das Befinden der meisten Versuchstiere war in den ersten 10 Tagen 
durchweg sehr gut, sie waren sehr munter und zeigten ein ganz normales 
Aussehen. Nach etwa einem Monat war die Geschicklichkeit ihrer Be- 
wegungen merklich vermindert und allmiahlich wurden die Tiere immer 
ruhiger. Die Tiere Nr. B 3, B 4, B 5 zeigten in der ersten Woche schon 
starken Gewichtssturz, der durch Appetitlosigkeit bedingt war. B 3 und 
B 4 gingen spater zugrunde. Der andere Teil der Tiere zeigte dagegen schon 
im Anfang Gewichtszunahme, allerdings mit ziemlich unregelmaéBigen 
Schwankungen. Weiterhin kam bei den meisten Tieren zur Beobachtung, 
daB die Pflege des Felles zunehmend vernachlassigt wurde, auBerdem griff 
eine allgemeine Tragheit Platz. In der folgenden Zeit lieBen sich am Schwanz 
kleine Unebenheiten in Knétchenform feststellen; ungefaihr gleichzeitig 
traten auch an den Ohren und der Nase immer weiter um sich greifende 
Effloreszenzen zutage. Diese krankhaften Verinderungen zeigten sich 
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insbesondere an den Ohren als leicht blutende nekrotische Massen. Parallel 
mit diesen Erscheinungen ging auch eine ausgesprochene Lichtscheu; die 
schlechte Kérperpflege nahm zu und das Fell wurde struppig. 

Schwer beurteilbar waren die Erscheinungen seitens der Nerven und 
die psychischen Symptome. Wihrend der Versuche habe ich den sicheren 
Eindruck gewonnen, da auch hinsichtlich der Psyche und des Nerven- 
systems eingreifende Veranderungen vor sich gehen. Etwa die Hilfte der 
Tiere zeigte sich sehr empfindlich gegen Reize jeder Art, was sich besonders 
beim Fassen mit der Pinzette iuBerte. Hierbei schienen sie angstlich und 
zeigten gréBere Neigung zum BeiSen als vorher. Mit wenigen Ausnahmen 
hat diese Erscheinung bis zum schwersten Krankheitszustand angedauert. 
Von Interesse mag sein, die psychischen Erscheinungen weiter zu verfolgen. 
Ob diese zunehmende ,,Nervositaét‘‘ ein schweres Krankheitszeichen ist 
oder nicht, kann ich vorlaufig nicht beantworten, aber bestimmt ist ihr 
eine groBe Bedeutung beizumessen. 

Ataktische Erscheinungen waren deutlich ausgepriigt, friihzeitig fielen 
leichte GehstOrungen ins Auge. Die normalen lebhaften Kopfbewegungen 
fehlten schon in den ersten Wochen nach Versuchsbeginn; manche Tiere 
vermochten sich nur schwerfallig und schwankend fortzubewegen. Diese 
Tiere glitten zum Unterschied von Kontrolltieren auf glattem geneigten 
Boden sehr leicht aus, ohne wieder das Kérpergleichgewicht zu erlangen. 
Andere bewegten sich wieder mit schleichendem und selbst kriechendem 
Gang vorwirts. Bei der Mehrzahl der Versuchstiere war eine gute 
Beweglichkeit der vorderen Beine erhalten, die hinteren Beine dagegen 
waren beim Laufen leicht gespreizt, zeigten eine gewisse Steifheit und 
machten daher sehr ungewandte Bewegungen. Setzte man beispielsweise 
ein derartig erkranktes Tier auf die Tischplatte, so machte es keine 
Fluchtversuche mehr, sondern zeigte nur eine besondere Vorliebe, in 
seinen Kafig zuriickzukehren. Wahrend der Versuchszeit nahm die Tragheit 
und die Unbeholfenheit der Bewegungen stindig zu, zu einer aus- 
gesprochenen Liahmung ist es jedoch niemals gekommen. 

Deutliche Krampfe und Rollbewegungen kamen nicht zur Beobachtung. 
Im Kafig saBen die Tiere gewohnlich mit gekriimmtem Riicken, waren 
sehr ruhig und schliefen auBer bei der Fiitterung. 

An den Augen waren bis zum Versuchsabbruch keine besonderen 
Krankheitssymptome zu bemerken, nur bei einem einzigen Tiere zeigte 
sich eine Triibung im linken Auge, starker Trinenflu8 und nachfolgende 
Keratitis mit vollstandiger Zerstérung des Auges. Obwohl ich mitunter 
Lichtscheu beobachtete, habe ich nur in einigen Fallen geringe Konjunktivitis 
gefunden. Bei vielen Tieren wurden in den letzten Lebenstagen die Pfoten 
férmlich zerfleischt gefunden, bei einigen Tieren zeigte sich Odembildung 
an den Extremitiiten. Beim Fassen mit der Pinzette am Schweif empfanden 
die Tiere in der Mehrzahl der Fille, wie an dem lauten Schreien zu erkennen 
war, starke Schmerzen. In drei Fallen beobachtete ich langdauernden 
Penisprolaps, der sich bei einem Tier sogar monatelang hinzog. Besondere 
Verdauungsstérungen sah ich wiahrend der Versuche niemals. Der Kot 
war stets geformt und erschien makroskopisch normal. 


Priifung von Pilzen auf den Gehalt an Vitamin B. 


Das getrocknete Pilzmaterial wurde gewéhnlich in der Menge von 
0,3 bis 0,5 g dem Grundfutter zugesetzt, von dem konservierten feuchten 
Material wurde eine entsprechende héhere Menge von 3 bis 5g gewahlt. 
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Im folgenden sollen aus der groBen Zahl der Versuche einige besonders 
charakteristische ausfiihrlicher wiedergegeben werden. 


Versuch Ratte B 9. Anfangsgewicht 150g. Scheckig, mannlich (Boletus 
edulis Bulliard—Steinpilz). Versuchsbeginn 18. Oktober 1922. 
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Abb. 1. Ratte Nr.B9¢. Anfangsgewicht 150g. Boletus edulis Bulliard (Steinpilz). Der 14. XII. 


1923 ist der 57, Tag nach Versuchsbeginn. 


Aus der Abbildung sind die Kérpergewichtsschwankungen ersichtlich. 
Diese Ratte hatte ein Anfangsgewicht von 150g. In den ersten 50 Tagen 
blieb dasselbe, abgesehen von kleinen Schwankungen, nahezu konstant. 
Es betrug zehn Tage nach Versuchsbeginn 161g, nach 20 Tagen 169 g, 
nach 30 Tagen 165 g, nach 40 Tagen 160g und nach 50 Tagen 157g. Wie 
aus vorstehendem hervorgeht, hatte das Tier am 20. Tage sein héchstes 
Gewicht erreicht, von da an zeigte sich eine ganz allmiahliche Abnahme; 
dabei hatte das Tier aber immer gut gefressen, war munter und hatte groBe 
Neigung zum BeiBen. Diese ganz allmahliche Kérpergewichtsabnahme, 
bei der nunmehr keine Schwankungen mehr auftraten, lie} annehmen, 
da8 das Tier jetzt erkrankt sei. Ich habe daher am 57. Tage nach Versuchs- 
beginn dem Grundfutter konservierten, wasserhaltigen Steinpilz in Mengen 
von 3 bis 5g tiglich zugesetzt. Diese geringe Pilzzulage auBerte sich 
in einem sofortigen Gewichtsanstieg; wihrend am 59. Tage das Gewicht 
noch 159 g betrug, stieg dasselbe nach zehntagiger Pilzverabreichung auf 
185 g, nach weiteren 5 Tagen auf 190g. Nach 18 Tage lang dauerndem 
Pilzzusatz wurde zum friiheren Fiitterungsmodus zuriickgekehrt; es zeigte 
sich nun, daB das Gewicht wieder abfiel. Das Allgemeinbefinden des Tieres 
zeigte ein weit besseres Bild als jenes der iibrigen Tiere der Gruppe I. Das 
Tier hatte keine Gehstérungen. Am 45. Tage nach Pilzentzug am 15. Februar 
1923 war das Korpergewicht ungefahr gleich hoch wie zur Zeit der ersten 
Versuchsfiitterung. Mit dem gleichen Tage setzte ich mit dem Pilzzusatz 
in gleicher Weise wie das erstemal ein. Der Erfolg war der, da8 mit der 
Pilzzulage wiederum ein sofortiger Gewichtsanstieg zu verzeichnen war; 
innerhalb 20 Tage wurde mit dieser Fiitterungsweise des Gewicht des Tieres 
von 160 g auf 205 g gebracht. Auch der allgemeine Zustand verbesserte sich 
auffallend; so machte die Ratte z.B. wieder gewandte Fluchtversuche, 
war sehr flink in ihren Bewegungen und iiberhaupt sehr munter. 


Versuch Ratte B 5. Anfangsgewicht 155 g. Scheckig. (Clitocybe mellea 
Vahl—Hallimasch.) Versuchsbeginn 19. Oktober 1922. 
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Zum Vergleich mit dem vorstehend geschilderten Versuch wahlte ich 
Ratte B 5. 

Das Tier hatte ein Anfangsgewicht von 155g; wahrend der ersten 
vier Versuchstage nahm das Tier betrachtlich ab, aber in der Folgezeit in 
weit geringerem Mae. Wahrend die FreBlust nicht herabgesetzt war, 
war die Ratte sehr trage in ihren Bewegungen und zeigte besonders starke 
Neigung zum Schlafen. 
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Abb. 2. Ratte Nr.B5é. Anfangsgewicht 155g. Clidocybe mellea Vahl (Hallimasch). Der 15. XI. 

1922 ist der 28. Tag nach Versuchsbeginn. Hefe wurde am 55, Tage nach Versuchsbeginn gegebcn. 
Am 105, Tage nach Versuchsbeginn tot. 
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28 Tage nach Versuchsbeginn war das Gewicht von 155g auf 125g 
gefallen, am gleichen Tage wurde gehackter Hallimasch in der Menge von 
0,1 g (etwa 1g des frischen Pilzes entsprechend) dem Futter zugesetzt. 
Innerhalb 2 Wochen zeigte sich bei tiaglicher Pilzfiitterung aber keine 
deutlich ausgesprochene Gewichtsveranderung, immerhin aber eine gewisse 
Zunahme. Dem Entzug des Pilzes folgte prompt wieder eine deutliche 
Abnahme des K6rpergewichts. 10Tage nach Hallimaschentzug bekam 
das Tier an Stelle des Pilzes 0,1 g Hefeextrakt dem Futter taglich zugesetzt. 
Die Wirkung zeigte sich prompt mit alsbaldigem Kérpergewichtsanstieg ; 
auch hinsichtlich des Allgemeinbefindens war ein gleiches Verhalten wie 
bei Ratte B 9 festzustellen. 

Zur genauen Orientierung tiber den Versuchsverlauf wurden die 
graphischen Darstellungen in den Tabellen I und II fiir die Tiere Nr. B 9 
und B 5 mit méglichster Vollstandigkeit ausgefiihrt. Die folgenden Tabellen 
der Tiere bringen dagegen nur einen Teil,, und zwar die wichtigsten Zeit- 
abschnitte, zur Darstellung; sie geben die Periode 10 Tage vor Versuchs- 
beginn, die Versuchszeit selbst und die 10 Tage betragende Zeit nach 
Versuchsabbruch wieder. Die Zeit der Priifung des Versuchsmaterials 
betrug ungefiihr 2 Wochen; es hatte sich gezeigt, daB bei Hefeextrakt schon 
in kurzer Zeit, meistens in 3 bis 5 Tagen, spatestens nach 10 Tagen eine 
sichere Wirkung festzustellen war; auch die Fiitterung mit Steinpilz ergab 
in der gleichen Zeit dasselbe Resultat. 

Die Pilzwirkung auf die Tiere wurde verschiedene Male wiederholt 
gepriift, die graphischen Aufzeichnungen fiir die Ratten Nr. B 9 und B 5 
lassen z. B. die Wirkung zweimal erkennen. 


Versuch Ratte B 8. Anfangsgewicht 154g. Schwarz, mannlich (Psalliota 
arvensis Schaiffer—Champignon). Versuchsbeginn 18. Oktober 1922. 

Wahrend der ersten 80 Versuchstage war das Gewicht, von kleinen 
Schwankungen abgesehen, konstant geblieben. Nach dieser Zeit machten 
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sich unvollkommen ausgebildete Beriberi-Symptome bemerkbar; das Tier 
machte einen angstlichen Eindruck und war gegen duBere Reize sehr 
empfindlich geworden. Nach weiteren 50 Tagen zeigte sich ebenfalls keine 
Veranderung des Gewichts. Am 26. Februar 1923 habe ich daher taglich 
Champignon 3 bis 5g in konservierter Form, entsprechend 0,3 bis 0,5 g 
Trockensubstanz zugesetzt. Schon nach einigen Tagen trat eine Gewichts- 
zunahme auf, die sich immer mehr steigerte, nach 20 Tagen war das Gewicht r 
von 150 g auf 176 g gestiegen. Diese Gewichtssteigerung, die auch hier mit 
einer auffallenden Besserung des Allgemeinbefindens einherging, ist als 
Pilzwirkung anzusehen. 
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Versuch Ratte B1. Anfangsgewicht 154g. Schwarz, mannlich (Can- 
tharellus cibarius—Eierschwamm.) Versuchsbeginn 18. Oktober 1922. 
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Abb. 3. Ratte Nr.B86. Anfangsgewicht 154g. Abb. 4. Ratte B16. Anfangsgewicht 154g. Cantha- 
Psalliota arvenis Schiffer (Champignon). Der rellus cibarius (Eierschwamm). Der 22. II. 1923 ist 
26. II. 1923 ist der 32. Tag nach Versuchsbeginn. der 127. Tag nach Versuchsbeginn. 


Auch bei diesem Tiere war in den ersten 70 Tagen das Kérpergewicht, 

s trotz anfanglicher Zunahme, im groBen und ganzen konstant geblieben. Im 

| weiteren Verlauf nahm dasselbe stetig ab; wihrend dieser Zeit nahmen 
auch die Gehbewegungen des Tieres einen ataktischen Charakter an. 

Am 22. Februar 1923, dem Beginn der Pilzfiitterung, betrug das Ge- 
wicht 135 g, in den nachstfolgenden Tagen war noch eine Gewichtsabnahme 
festzustellen, bald jedoch schlug dies in das Gegenteil um und die Pilz- 
wirkung kam in einer betrdchtlichen Gewichtszunahme zum Ausdruck; das 
Tier hatte innerhalb zweier Wochen bei tiglicher Zunahme von 0,3 bis 0,5 g 
Eierpilz sein Gewicht von i131 g auf 155 g verbessert. 

160 , ; Versuch Ratte B2. An- 

NS Plezulage po ra a fangsgewicht 140g. Schwarz, 

B 150 miannlich (Cantharellus ciba- 
s “7a — rius—Eierschwamm). Ver- 
q e~ ms suchsbeginn 18.Oktober1922. 

Ss Im Anfang, wahrend der ( 
‘ = 130 5 ae me ee eee | + ce) ersten 20 Tage, war auch hier 
? Versuchstage eine geringe Gewichtszu- : 
| Abb. 5, Ratte Nr.B2s. Anfangsgewicht 140g. Cantarellus Na@hme zu beobachten, in den 
cibarius (Eierschwamm). Der 17, XI. 1922 ist der 30. Tag darauffolgenden Tagen trat 

nae, Vernenean, eine Gewichtsabnahme ein. 

Am 30. Versuchstage wurde daher LHierschwamm (0,3 bis 0,5 g taglich) 
dem Futter zugesetzt. Das Ergebnis bestand in einer Zunahme des | 
Gewichts von 140 g auf 152g innerhalb zweier Wochen. 
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Eine Woche nach Pilzentzug hatte das Tier wieder etwas an Gewicht 
abgenommen und 120 Tage nach Versuchsbeginn kam der gleiche Versuch 
an dem Tiere zur Wiederholung mit dem Erfolg, daB annihernd die gleichen 
Resultate erzielt wurden wie vorher. Das Gewicht stieg in zwei Wochen von 
142 auf 154 g. 

Versuch Ratte B 3. Anfangsgewicht 158g. Schwarz, minnlich (Hydum 
repandum Linné—Semmelstoppelpilz). Versuchsbeginn 18. Oktober 1922. 
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Abb. 6. Ratte Nr.B3%. Anfangsgewicht 158 g. Abb. 7. Ratte Nr. B44. Anfangsgewicht 157 g. 
Hydnum repandum Linné (Semmelstoppelpilz). Craterellus cornucopioides Linné (Totentrom- 


Der 17. XI. 1922 ist der 30. Tag nach Versuchs- pete). Der 15. XI. 1922 ist der 28. Tag nach 
beginn. Versuchsbeginn. 11. 12. 1923 tot. 
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Bei diesem Tier war schon von Anfang an eine stetige Gewichtsabnahme 
zu beobachten, obwohl die FreBlust nicht herabgesetzt war. So war das 
Gewicht innerhalb 30 Tage von einem Anfangsstand von 158g auf 135g 
gesunken. Besonders hinzuweisen ist auf das triage Verhalten des Tieres 
und die Vorliebe fiir den Aufenthalt im Kafig. Die schon zum Versuchsbeginn 
einsetzende Gewichtsabnahme lieB es angezeigt erscheinen, schon nach 
30 Tagen mit der Pilzfiitterung zu beginnen. Die Pilzfiitterung (0,3 bis 
0,5 g tiaglich) wurde 2 Wochen lang fortgesetzt, zeigte aber keinen Erfolg. 
Das Tier nahm kontinuierlich ab und ging 56 Tage nach Versuchsbeginn 
zugrunde. Der sehr wohlfeile Semmelstoppelpilz zeigte demnach im Gegen- 
satz zu den vorher beschriebenen Speisepilzen keine Wirkung. 

Versuch Ratte B 4. Anfangsgewicht 157g. Schwarz, miannlich (Craterellus 
cornucopioides Linné—Totentrompete). Versuchsbeginn 18. Oktober 1922. 

In gleicher Weise wie bei der Ratte 
B 3 war auch hier gleich zu Anfang 
eine Gewichtsabnahme, jedoch in viel 
stiirkerem MaBe festzustellen. 28Tage OS | 
nach Versuchsbeginn war das Gewicht NI ste ee 
von 157g auf 125g gefallen; am 
gleichen Tage bekam das Tier Toten- 
trompete in der geringen Menge von 
0,1 g Trockensubstanz verabreicht. | | 
Die 2 Wochen lang fortgesetzte Pilz- 5 , we. F a 3 50 
enters RS ne Abb. 8. Ratte Nr. B65 jo eee 165 g 
keiner Weise beeinflussen; es nahm Polyporus versicolor (vielgestaltiger Lécherpilz). 
allmahlich ab und auch das Allgemein- Der 19, 11. 1923 ist der 123. Tag n. Versuchsbeginn. 
befinden wurde schlecht. Auch nach 
dem Pilzentzug fiel das Gewicht ab und 14 Tage nachher ging das Tier 
zugrunde mit einem Kérpergewicht von nur 90g. Die Totentrompete er- 
wies sich demnach als wirkungslos. 
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Fiir die Tiere B 3, B 4 und B 5 glaube ich eine besondere Empfindlich- 
keit gegen vitaminfreie Nahrung annehmen zu diirfen. 

Versuch B6. Anfangsgewicht 165g. Schwarz, minnlich (Polyporus 
versicolor — vielgestaltiger Lécherpilz). Versuchsbeginn 18. Oktober 1922. 

Merkwiirdigerweise hat dieses Tier trotz B-vitaminfreier Nahrung 
wihrend 80 Tage standig an Gewicht zugenommen, erst nach dieser langen 
Zeit stellte sich eine allmahliche Gewichtsabnahme ein. Nach 123 Tagen 
wurden taglich etwa 3g von den ziemlich frischen Holzpilzen gefiittert; 
damit wurde einer weiteren Gewichtsabnahme Einhalt geboten, die in einem 
Konstantbleiben und sogar einem voriibergehenden Anstieg des Gewichts 
zum Ausdruck kam. 2 Wochen nach Pilzentzug war das Gewicht in gleicher 
HGhe wie friiher. Bei diesem Versuch ist bemerkenswert, daB ein véllig 
ungenieBbarer Pilz doch eine giinstige Wirkung zeigen kann. 


Ratten der Gruppe II. 


Fiitterung: Grundfutter und Roggenbrot. (Nahrung frei von C-Vitamin, 
A-Vitamingehalt fraglich, B-Vitamin sicher vorhanden.) 

Die Tiere der Gruppe II bekamen Grundfutter und Roggenbrot. 
Die mikroskopische Untersuchung des letzteren stellte als Hauptbestandteile 
Roggenmehl fest, auBerdem war aber auch Weizen- und Gerstenmehl 
darin enthalten. Kartoffelbestandteile wurden nicht gefunden (Thionin- 
farbung und mikroskopische Priifung). Ob das Roggenbrot A- und C-Vitamin 
enthielt, konnte aus der vorhandenen Literatur nicht ersehen werden; das 
Fehlen von C-Vitamin darf dagegen mit Sicherheit angenommen werden, 
zumal das Brot wahrend des Backprozesses lingere Zeit einer hohen 
Temperatur ausgesetzt ist, wobei das C-Vitamin zersetzt wird. 

Die Tiere dieser Gruppe, die bestimmt B-Vitamin bekamen, zeigten, 
soweit sich AauBerlich erkennen lieB, normalen Gesundheitszustand, nur 
in ihrem Wachstum waren sie in geringem Ma8e gegeniiber den mit 
normalem Futter ernihrten Tieren zuriickgeblieben. 

Nach 70 Tagen verendete ein Tier. Einige Tage vor dem Tode machte 
sich bei ihm an den Hinterbeinen, besonders an den Pfoten, stark 
édematése Anschwellung bemerkbar, die bei Beriihrung stark schmerz- 
haft war. 

Die Tiere dieser Gruppe zeigten nur in einem Falle deutliche rachitische 
und skorbutartige Krankheitssymptome. Im Endstadium machten sich 
bei der Mehrzahl der Tiere Schlafneigung, vernachliassigte Ko6rperpflege 
und allgemeine Symptome von K6rperschwiiche bemerkbar. 

Ratte A 8. Anfangsgewicht 184g. Schwarz, minnlich (Clitocybe mellea 
Vahl—Hallimasch). Versuchsbeginn 19. Oktober 1922. 

Das Tier zeigte waihrend der ganzen Versuchsdauer eine dauernde 
Gewichtszunahme, gleich den anderen derselben Gruppe. Jedoch 2 Wochen 
nach Versuchsbeginn machte sich eine auffallende Tragheit bei der Ratte 
bemerkbar, sie lag gewéhnlich auf der rechten Seite, veranlaBte man sie 
zum Gehen, so bewegte sie sich in hinkender Gangart vorwarts. Das Tier 
machte infolgedessen keine Fluchtversuche mehr. Veranderungen an den 
Augen und den Mahlzihnen kamen nicht zur Beobachtung. Wahrend 
der ganzen Versuchsdauer zeigte die Ratte aber gute FreBlust und trotz 
der krankhaften Verainderungen standige Gewichtszunahme. In der Folgezeit 
verschlimmerte sich das Krankheitsbild immer mehr, mit besonderer 
Vorliebe lag das Tier stets in Seitenlage, wahrscheinlich um die schmerzenden 
Glieder zu entlasten. Nachdem auf Grund dieser Beobachtungen Rachitis 
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oder Skorbut oder auch beides angenommen werden durfte, wurde vom 
30. Tag nach Versuchsbeginn dem Futter taglich 0,5 g getrockneter Halli- 
masch zugesetzt. Schon nach ungefahr 10 Tagen machte sich im Befinden 
des Tieres eine merkliche Besserung geltend, auch versuchte es, statt dauernd 
auf der Seite zu liegen, zu laufen. Die Gehstérungen besserten sich wesentlich, 
eine vollige Herstellung war aber trotz 30tagiger Hallimaschfiitterung nicht 
zu erzielen. Dieser Versuch stellt den einzigen Fall in unserer ganzen Unter- 
suchungsreihe dar, bei dem eine rachitische Erkrankung angenommen 
werden konnte. 

Die folgenden vier Tiere bilden eine Sondergruppe. Da die anfangliche 
Ernahrungsform bei diesen Tieren der Gruppe II zu keinen Krankheits- 
symptomen, besonders zu keiner Gewichtsabnahme fiihrte, wurde schlieBlich 
das Brot weggelassen, also C-vitaminfreies Grundfutter gegeben und erst 
dann die Wirkung von Pilzen untersucht. 


Ratie A 10. Anfangsgewicht 122g. Schwarz-wei®B gefleckt., miannlich 
(Boletus edulis Bulliard—Steinpilz.) Versuchsbeginn 19. Oktober 1922. 

Bei diesem Tier war waihrend 
der ersten 80 Tage eine sehr starke 
Gewichtszunahme zu verzeichnen, 
es stieg von 122g auf 207g; FreB- 
lust und Allgemeinbefinden waren 
waihrend dieser Zeit sehr gut, nur 
das Fell zeigte matten Glanz, sonst 
waren keine Veriainderungen auf- 
getreten. Wie schon friher er- 
waihnt, bestand die Nahrung dieses 
Tieres aus Grundfutterund Roggen- 
brot unter Ausschaltung des Leber- 
tran. Diese Fiitterung mag, unter 
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Beriicksichtigung des reichen B- Abb.9%. Ratte A106. Anfangsgewicht 122g. Boletus 


: rT: . edulis Bulliard (Steinpilz), Der 17. II. 1923 ist der 
und geringen A-Vitamingehaltes 123. Tag nach Versuchsbeginn, der 34. Tag nach B: 


des Roggenbrotes, die Ursache fiir — Vitaminentzug. (Véllig vitaminfreie Nahrung!) 
annahernd normales Wachstum ge- 

wesen sein. Auf Grund dieser Erscheinung war es zunachst unmédglich, eine 
Pilzwirkung zu studieren, und es wurde deshalb in diesem Falle 87 Tage nach 
Versuchsbeginn das Brot im Futter weggelassen. In den ersten vier'Tagen des 
Brotentzuges erhéhte sich das Gewicht von 213g noch auf 223g. Ein 
Monat nach dem Entzug des Brotes war das Gewicht wieder auf 187 g 
gesunken; wihrend dieser Zeit war das Tier dem Fiitterungsmodus der 
Tiere der Gruppe I angepaBt, jedoch immer unter Ausschaltung des Leber- 
trans. Der sich in diesem Falle rasch vollziehende Gewichtssturz hatte 
seine Ursache offenbar im Fehlen des Lebertrans. Die dem Tiere gereichte 
Nahrung war demnach vollkommen vitaminfrei. Im Verlauf des Gewichts- 
abstieges machten sich auch Veriinderungen im Verhalten des Tieres be- 
merkbar, im besonderen waren es psychische, wie Unruhe, Angst und 
Schreckhaftigkeit; auch die Laufbewegungen waren ungewandt geworden ; 
das Fell wurde glanzlos und struppig; die Verinderungen waren die gleichen 
wie bei den Tieren A 4, A 5, A 6. 

34 Tage nach Entzug des Brotes betrug das Korpergewicht 189 g. 
Mit dem gleichen Tage bekam die Ratte konservierte Steinpilze etwa 3 bis 5 g 
taiglich, dem Futter zugesetzt. Es zeigte sich alsbald ein Gewichtsanstieg, 
nach 5 Tagen betrug schon das Gewicht 217g und blieb dann wahrend 
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der 14tagigen Pilzfiitterung konstant. Einige Tage nach dem Entzug der 
Pilze trat wieder eine Kérpergewichtsabnahme ein. Dieser Versuch ist 
von Interesse, weil er die auBerordentlich giinstige Wirkung der Fiitterung 
mit Steinpilz bei vdllig vitaminfreier Nahrung zeigt. 

Ratte Ad. Anfangsgewicht 135g. Schwarz, miannlich (Psalliota 
arvensis Schiffer — Champignon). Versuchsbeginn 10. Oktober 1923. 

In den ersten 87 Tagen 
Pilzzulage finden wir bei diesem Tiere ein 
| stiindiges Anwachsen des Ge- 





250 , 

8 123 wichts von 135 auf 243 g. 
> ‘ : | Tos . . 

3 220 Wahrend dieser Zeit waren an 
& dem Tiere keine besonderen Ver- 
S210 anderungen zu sehen, nur nach 
Ss etwa 50 Tagen trat eine groBe 
S 200 Mattigkeit des Tieres auf. 


5 ast Tesaiign a ae Gleich wie bei der Ratte 


Abb. 10. Ratte Nr. A54. Anfangsgewicht 135g. Psalliota A 10, wurde - auch bei diesem 
Sts not puleioen ter Bie woe aes ceemaack ens Mabie 
b eeg 8 pape poet ae ty mehr zugesetzt. ie Nahrung 
Vitaminentzug. (VO6llig vitaminfreie Nahrung.) eathislt bled; de auch Lebertren 
fehlte, nur vitaminfreies Grundfutter. Schon einige Tage nachher fiel das 
Gewicht ab und betrug ungefaihr nach 1 Monat nur noch 206 g. Bei diesem 
Gewicht wurde mit der Pilzfiitterung konservierter Champignon in der 
Menge 3 bis 5 g begonnen. Nach 5 Tagen hatte das Tier schon 15 g zuge- 
nommen und blieb dann annihernd konstant, mit dem Entzug des Pilzes 
trat sofort wieder ein Abfallen des Gewichtes ein. Hieraus geht die giinstige 
Wirkung des Champignons bei véllig vitaminfreier Nahrung hervor. 


Ratte A 6. Anfangsgewicht 132g. Schwarz-weiB gefleckt, minnlich. 
(Clitocybe mellea Vahl—Hallimasch.) Versuchsbeginn 19. Oktober 1922. 
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Abb. 11. Ratte Nr.A64. Anfangsgewicht 132 g. Abb. 12. Ratte Nr.A 46. Anfangsgewicht 166 g. 

Clitocybe mellea Vahl (Hallimasch). Der 13.1]. Hydnum repandum Linné (Semmelstoppelpilz). 

1923 ist der 119. Tag nach Versuchsbeginn, der = Der 23. II. 1923 ist der 119. Tag nach Versuchs: 
30. Tag nach BsVitaminentzug. beginn, der 30. Tag nach BsVitaminentzug. 


Im Verlauf von etwa 50 Tagen war in diesem Falle das Gewicht von 
132 auf 282 g, Héchstgewicht, angestiegen. 

Bei gleicher Nahrung blieb in der Folge das Gewicht annahernd konstant. 
87 Tage nach Versuchsbeginn wog das Tier noch 230g: an diesem Tage 
wurde das Brot entzogen, die Nahrung war also wieder voéllig vitaminfrei 
geworden, und die Ratte verlor allmahlich wieder an Gewicht. Merkwiirdig 
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ist, daB in diesem Fall die Gewichtsabnahme nicht so schnell wie bei den 
Tieren A 10 und A 5 in Erscheinung trat. Nach 30 Tagen betrug das Gewicht 
noch 215g. In dieser Zeit bekam das Tier trockenen Hallimasch, 0,5 g 
taiglich, entsprechend 5g frischer Pilze. Trotz mehr als zweiwéchiger Ver- 
fiitterung blieb jede Beeinflussung des Korpergewichtes aus. Nach zehn- 
tagiger Pilzfiitterung war eine Abnahme bis auf 200g festzustellen. Die 
Fiitterung mit Hallimasch fiihrte bei véllig vitaminfreier Ernihrung zu 
keiner Besserung. 


Ratte A 4. Anfangsgewicht 166g. Scheckig, mannlich (Hydnum repan- 
dum Linné—Semmelstoppelpilz). Versuchsbeginn 19. Oktober 1922. 

Das Tier lieB wahrend der ersten Versuchszeit ebenfalls einen erheblichen 
Gewichtsanstieg beobachten. Am 87. Tage war das Gewicht von 166 g auf 
247 g gestiegen, am gleichen Tage wurde das Brot entzogen; diese MaB- 
nahme blieb wihrend zwei Wochen ohne merklichen Einflu8 auf das Gewicht, 
nur ganz allmahlich nahm das Gewicht ab. Nach 30tagigem Brotentzug 
betrug das Korpergewicht 245 g. Nach der nun einsetzenden zweiwéchigen 
Fiitterung mit getrocknetem Semmelstoppelpilz 0,5 g taglich, sank das 
K6rpergewicht viel schneller und starker ab als vorher, so daB man von einer 
ungiinstigen Einwirkung des Pilzes auf die Gewichtskurve sprechen kénnte. 


Ratten der Gruppe III. 


(Fiitterung: Grundfutter mit Roggenbrot und Lebertran, Nahrung frei von 
C-Vitamin, A- und B-Vitamin vorhanden.) 


Die Tiere bekamen als Futter Grundfutter, Roggenbrot und Lebertran: 
diese Kombination weist einen reichen Gehalt an A- und B-Vitamin auf 
und kommt, abgesehen vom Fehlen des C-Vitamins, dem normalen Futter 
am nachsten. Aus diesem Grunde zeigten die Tiere im allgemeinen auch 
ein recht gutes Wachstum und Allgemeinbefinden. Nur zwei Tiere dieser 
Gruppe erkrankten ernstlich, und nur in einem einzigen Falle konnte Skorbut 
mit Sicherheit angenommen werden. Aus der Literatur konnte ich keine 
Anhaltspunkte dafiir gewinnen, ob schon jemals ein Autor sicher experi- 
mentell Skorbuterkrankungen an Ratten beobachtet hat. Ich schlieBe 
daher aus meinen Untersuchungen, da8 bei C-vitaminfreier Nahrung nur 
ein ganz geringer Prozentsatz von Ratten gleichen Alters wie in meinen 
Versuchen an Skorbuterscheinungen erkrankt. 

Bei den Tieren B 3 und B 4 der Gruppe I und der Ratte A 8 der 
Gruppe ITI waren zum Teil ahnliche Erscheinungen aufgetreten; dies mochte 
darin seinen Grund gehabt haben, da auch in diesen Futtermischungen 
das C-Vitamin fehlte. 

Im folgenden méchte ich von einer Beschreibung der Tiere mit an- 
naihernd normalem Wachstum absehen und gebe deshalb nur den Versuch 
mit dem einen Tiere wieder, das ausgesprochene Krankheitssymptome zeigte. 

Zu meinen Versuchen an diesem Tier der Gruppe III standen mir nur 
an der Luft getrocknete Pilze zur Verfiigung. Deshalb sind meine negativen 
Ergebnisse nicht beweisend fiir das Fehlen von C-Vitamin in frischen Pilzen, 
da bekanntlich das C-Vitamin durch Austrocknen leicht zerstért werden 
kann. Der Versuch ist aber auf jeden Fall lehrreich im Hinblick auf die 
Verwendung von getrockneten Pilzen und Pilzpraparaten bei der mensch- 
lichen Ernahrung. Der folgende Versuch besitzt eine besondere Bedeutung, 
da es sich hier nur um eine Erkrankung an Skorbut handeln kann und 
Rachitis nicht in Frage kommt. 
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Raite C 10. Anfangsgewicht 168g. Schwarz, mannlich (Clitocybe mellea 
Vahl—Hallimasch). Versuchsbeginn 21. Oktober 1922. 

Bei einem Anfangsgewicht von 168 g hatte das Tier nach 40 Tagen 
sein Héchstgewicht mit 189 g erreicht. Es nahm von da an allmiahlich ab, 
nach 10 Tagen verminderte sich sein Appetit bedeutend; das Fell wurde 
struppiger und das Allgemeinbefinden verschlechterte sich von Tag zu Tag. 
60 Tage nach Versuchsbeginn betrug das Koérpergewicht nur noch 160 g. 
Besonders hervorheben méchte ich, daB zu dieser Zeit das linke Hinterbein 
im Bereich des FuBgelenks eine deutliche 6dematése Anschwellung zeigte, 
die nach einigen Tagen dem ganzen FuB eine klumpige Form gab. Bei 
Beriihrung dieses K6rperteiles stieB das Tier Schmerzensschreie aus. Weiter 
traten an dem geschwollenen Bein sehr leicht Blutungen auf. In seinen 
Bewegungen war das Tier sehr vorsichtig, es bewegte sich nur unbeholfen 
vorwirts. Gleichzeitig mit den Verainderungen an dem Fube trat eine starke 
Konjunktivitis mit Blutungen auf. Die Entziindung ging dann auf die Lider 
und den Bulbus iiber. Derselbe schrumpfte nach einigen Tagen und wurde 
schlieBlich véllig zerstért. Am 65. Tage bekam das Tier trockenen Hallimasch 
0,5 g taglich. Ein deutlicher Einflu8 auf die Erkrankung war in den niachsten 
14 Tagen aber nicht festzustellen. Da sich kein Erfolg zeigte, wurde die 
Pilzfiitterung wieder eingestellt und die Krankheit schritt unaufhaltsam 
weiter. Am 90. Versuchstage ging die Ratte zugrunde. Endgewicht 140g. 


Zusammenfassend laBt sich tiber die angestellten Fiitterungs- 
versuche an Ratten folgendes sagen: Uber die Lebenswichtigkeit des 
C-Vitamins fiir die Ratte sind unsere Kenntnisse noch ungeklart, da 
die meisten Untersuchungen an Meerschweinchen ausgefiihrt worden sind. 

Eine von C-Vitamin freie Erndhrung, bei der dem Grundfutter 
Lebertran und Brot beigemischt waren, also den Ratten ein sowohl 
A-Vitamin wie B-Vitamin enthaltendes Futter geboten wurde 
(Gruppe ITI), erwies sich fiir das Wachstum und eine tiigliche Gewichts- 
zunahme unserer Tiere vollkommen ausreichend. In meinen Versuchen 
mit nicht mehr ganz jungen, aber noch im Wachstum befindlichen 
Ratten gediehen alle Tiere bei dieser Nahrung vorziiglich mit zwei 
Ausnahmen; eines der beiden Tiere (Ratte C10) ging allerdings an 
skorbutartigen Erscheinungen zugrunde.  Pilzzulage konnte den 
Krankheitsverlauf nicht mehr aufhalten. 

Wurde dem Grundfutter dagegen nur Brot zugelegt, also der 
das A-Vitamin reichlich enthaltende Lebertran weggelassen (Gruppe IJ), 
so gedichen zwar die Ratten auch noch, jedoch war die Gewichtszunahme 
geringer als bei den ersten Versuchen, in denen auch noch Lebertran 
gegeben worden war. Auch hier erkrankte ein Tier mit Zeichen von 
Rachitis und Skorbut (A8). Sobald auch die Brotzulage entfernt 
wurde, nahm das Kérpergewicht der Tiere infolge Mangel an B-Vitamin 
in der Regel ab, und simtliche Ratten erkrankten an beriberiihnlichen 
Erscheinungen. Sobald Brot zugegeben wurde, besserte sich der Zu- 
stand. Brot war durch Hefe vollkommen, durch einzelne Speisepilze 
nahezu vollkommen zu ersetzen. 
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In einer weiteren Versuchsreihe fehlte der Nahrung sowohl das 
B-Vitamin als auch das C-Vitamin. Wurde unter Beibehalten des 
Lebertrans das Brot weggelassen, also zu dem vitaminfreien Grund- 
futter nur A-Vitamin in Form von Lebertran zugefiigt (Gruppe I), 
so war die Nahrung fiir die Ratten noch unvollkommener als bei der 
vorhergehenden Kombination. Die Tiere nahmen nur in der ersten 
Zeit ein wenig zu, blieben dann eine Zeitlang gewichtskonstant und 
erkrankten schlieBlich an beriberiahnlichen Erscheinungen. Zweimal 
war das Krankheitsbild mit Skorbutsymptomen vermischt. Die Ge- 
wichtsabnahme saimtlicher Tiere verlief jedoch langsamer als es bei den 
Ratten der Gruppe II meist der Fall war, wenn diese infolge Entzug 
des Brotes an Beriberierscheinungen erkrankten. Die langsamere 
Gewichtsabnahme ist auf Wirkung des Lebertrans bei dieser Gruppe I 
zu beziehen. Bei Zulage von Pilzen (Steinpilz, Champignon, Eierpilz) 
stieg das Gewicht der Tiere sofort wieder steil an; die Speisepilze er- 
ganzten also das nur A-Vitamin enthaltende Futter zu einer fiir die Ratten 
wohl ziemlich vollkommenen Nahrung. Sie enthalten daher sicher 
B-Vitamin. Andererseits verbesserten die Pilze in gleicher Weise das 
ungeniigende Futter bei den Tieren der zweiten Gruppe, die nach 
Entzug des Brotes erkrankt waren. Es ist nicht ausgeschlossen, daB 
in den Pilzen neben dem B-Vitamin auch der fettlésliche A-Faktor 
enthalten ist. 

Versuche an Miusen. 

Die Priifungsmethodik war analog wie bei den Versuchen an Ratten. 
Das Gewicht der weiBen Mause betrug 12 bis 20g. Die Fiitterung war wie 
bei der Gruppe I; Grundfutter mit Lebertran; A-Vitamin war also vorhanden, 
dagegen fehlten B-Vitamin und C-Vitamin. 

Uber das Verhalten der Miuse wihrend der Versuchszeit sei folgendes 
bemerkt: die Mause fraBen anfangs mit groBer Gier; erst in weiterem 
Verlauf nahm die FreSlust ab. Vollstandig verweigert wurde die Nahrung 
jedoch erst kurz vor dem Tode. Die Tiere bekamen gewéhnlich nach einer 
Woche struppiges Aussehen, die Haare verloren ihren Glanz und waren 
standig etwas feucht. In meinen Versuchen ist ein sehr deutlicher Unter- 
schied zwischen Ratten und Mausen festzustellen. Im Gegensatz zu den 
Ratten gingen unter voéllig gleichen Versuchsbedingungen bei den Mausen 
sowohl die jungen als auch die erwachsenen Tiere ausnahmsweise nach 
24 bis 25 Tagen zugrunde. Wiahrend an den Ratten erst relativ spat Verinde- 
rungen zu erkennen waren, zeigten die Miause schon nach einigen Tagen 
spatestens nach 2 Wochen auffallende Veranderungen, wie z. B. andauerndes 
Zittern bei Bewegungen, Paresen der Hinterbeine und Zeichen allgemeiner 
Schwiiche. Die meisten Mause waren in ihren Bewegungen langsamer, 
hielten sich mit Vorliebe im Kafig auf und machten keine Fluchtversuche 
mehr. Beim Laufen verloren die Miuse hiufig das Gleichgewicht, auch 
die Farbe des Schwanzes war nicht mehr rosarot, sie wurde blaB oder miB- 
farbig. In drei Fallen waren schwere Augenschidigungen festzustellen. 
Ein Tier wurde vollkommen blind. Wir sehen also bei Miausen viel deutlicher 
und friiher Erscheinungen von Avitaminose auftreten als bei den Ratten. 
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Der Sektionsbefund ergab bei drei Tieren Pneumonie, bei zwei anderen 
Tieren entziindliche Veranderungen im Magendarmkanal. Waren bei 
Mausen einmal schwere Krankheits- 
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Abb. 13, Versuch an Mausen mit Be und Cs cuchstiere (vgl. Abb. 13). Aus der 

Vitaminfreier Kost. Lebensdauer in Tagen. Abb. 13 la8t sich erkennen, da8 auch 

bei Mausen dem Steinpilz und der Hefe die starkste Wirkung zukommt. 

Wiahrend die unbehandelten Kontrolltiere zuerst, regelmaBig nach 20 

bis 25 Tagen, zugrunde gingen, lebten alle mit Pilzen gefiitterten Tiere langer 

Die Verlangerung des Lebens war nicht bedingt durch reichlichere Nahrungs- 
aufnahme. 

Versuche an Tauben. 

Das Futter setzte sich aus den gleichen Bestandteilen zusammen wie 
bei den Ratten der Gruppe I. Das Futter bestand aus Grundfutter und 
Lebertran, war also frei von B-Vitamin und C-Vitamin. 

Jedes Tier war in einem besonderen Kafig untergebracht. Zwei- bis 
dreimal taglich bekamen die Tiere frisches Futter. Gewicht 250 bis 350 g. 

Das Versuchsmaterial von Pilzen wurde den Tauben immer sehr vor- 
sichtig, im allgemeinen mit einem Léffel oder einer Pinzette beigebracht; in 
einigen Fallen wurde es auch als wiasseriger Auszug subkutan einverleibt. 

Nach vielfachen Erfahrungen anderer Autoren zeigen nicht alle Tauben, 
die frei von B-Vitamin ernahrt werden, Beriberierscheinungen. Dies soll 
nur bei einem Prozentsatz von etwa 30 Proz. der Tiere der Fall sein. 
Demgegeniiber stellte ich in meinen Versuchen bei mehr als der Hilfte der 
Tiere typische neuritische Erscheinungen fest. 


I. Versuchsreihe an Tauben. 

In dieser Reihe wurde das Pilzmaterial auf Schutz- und Heilwirkung 
gepriift. Ich gab einem Teil der Tiere daher relativ friihzeitig zu einer Zeit, 
da sie nur einen geringen Zustand von Schwiache aufwiesen, aber noch nicht 
an Beriberi erkrankt waren, die Pilze gleichzeitig mit dem Grundfutter. Es 
wurde jeweils 0,2 bis 0,3 g Pilztrockensubstanz verfiittert. 

Aus den Protokollen geht folgendes hervor: Die Tiere Nr. 17, 19 und 20 
erhielten Pilzzusatz, noch ehe irgendwelche neuritische Erscheinungen auf- 
traten. Nr. 17 erhielt 20 Tage nach Versuchsbeginn Steinpilz, Nr. 19 bekam 
nach 20 Tagen Hallimaschpilz, Nr. 20 nach 21 Tagen Semmelstoppelpilz. 
Wahrend der ganzen Versuchsdauer traten keine Beriberizeichen auf, die 
Tiere gingen nach 42 bzw. 50 und 52 Tagen zugrunde. 

Ein anderer Teil der Versuchstiere erhielt eine Pilzzulage erst nach dem 
Eintritt neuritischer Erkrankung. Die Tauben Nr. 18 und 24 z. B. zeigten 
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nach 34 Tagen typische Beriberizeichen. Bei dem Auftreten dieser Er- 
krankungen wurden den Tieren sofort Steinpilze mit der Nahrung verabreicht ; 
es wurde in diesen Versuchen zuerst dieser Pilz verwendet, weil ihm, wie 
friihere Versuche an den Ratten zeigten, eine besondere Wirksamkeit zuzu- 
sprechen ist. 

Taube 18. Anfangsgewicht 349g. Mannlich. (Boletus edulis Bulliard — 
Steinpilz.) Versuchsbeginn 22. Oktober 1922. 

Das Tier erhielt mit dem Auftreten der typischen Beriberierkrankung 
sofort etwa 4g konservierte Steinpilze, eine deutliche Wirkung war aber 
nicht festzustellen; am nachsten Tage lie® sich sogar eine Verschlechterung 
des allgemeinnen Zustandes erkennen. Das Tier erhielt aus diesem Grunde 
noch 0,2 g Hefeextrakt, innerhalb eines halben Tages hatte es sich erholt 
und nahm dann an Gewicht zu. In den nachsten 4 Tagen wurden weitere 
0,2 g Hefe gegeben, es zeigte sich dabei aber keine Gewichtszunahme mehr. 
Da die Erkrankung zu weit vorgeschritten war, ging das Tier zugrunde. 
In diesem Versuch erwies sich die Hefe dem Steinpilz tiberlegen. Da aber 
méglicherweise die Menge nicht geniigte, wurde der Versuch mit Steinpilz 
wiederholt. 

Taube 24. Anfangsgewicht 289g. Mannlich. (Boletus edulis Bulliard — 
Steinpilz.) Versuchsbeginn 22. Oktober 1922. 

Das Tier erkrankte ganz plétzlich am Morgen des 24. Tages an Krampfen, 
denen sich wiederholt minutenlange Rollbewegungen anschlossen. 
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Abb. 14. Versuche an Tauben mit B- 
und C-Vitaminfreier Kost. Lebensdauer 
in Tagen. 


Es erhielt sofort etwa 4 g konservierten Steinpilz per os. Nach Verlauf 
eines halben Tages war eine deutliche Besserung zu verzeichnen. Das Tier 
konnte wieder auf der Stange sitzen, durch das Zimmer fliegen; am niichsten 
Tage kehrte auch die FreBlust wieder; es war somit das Befinden ein weit 
besseres geworden. In der Folge erhielt das Tier taglich etwa 2 bis 3g 
konservierten Pilz beigebracht. Die Besserung im Befinden wahrte 2 Tage, 
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nach dieser Zeit traten wieder die charaktcristischen Symptome, die in 
Krampfen und Rollbewegungen und Bewegungslosigkeit bestanden, auf. 
Am nichsten Tage war das Befinden fast normal, es traten keine Krampfe 
auf, auch Rollbewegungen fehlten, Laufen und Fliegen waren wieder mdglich. 
Auch wihrend der niichsten 2'Tage waren keine Beriberisymptome zu 
beobachten, am dritten Tage trat der Tod des Tieres ein. Es handelt sich 
also hier um einen Fall mit deuwtlicher Heilwirkung. Auch durch reichliche 
Zufuhr von Hefe oder Reiskleie lassen sich bekanntlich bei Tauben keine 
Dauerheilungen, sondern nur aihnliche voriibergehende Wirkungen erzielen. 
Andererseits mu8 aber betont werden, daB bei der Beriberi der Tauben 
auch gelegentlich spontan voriibergehende Besserung eintreten kann. Ich 
selbst habe einen solchen Fall beobachtet. 

Die verabreichten Pilze lieBen an eine Schutzwirkung denken, da die 
Beriberisymptome ausblieben und auch ein deutlicher HinfluB auf die 
Lebensdauer ausgeiibt wurde. Die Tiere, denen friihzeitig Pilze in pro- 
phylaktischer Absicht gegeben worden waren, zeigten naimlich ohne Aus- 
nahme keine charakteristischen Beriberizeichen (Abb. 14). AuBer der 
Schutzwirkung besteht aber auch eine deutliche Heilwirkung. Die bereits 
eingetretene Beriberi wurde durch Fiitterung mit Steinpilzen giinstig 
beeinfluBt. 
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Il. Versuchsreihe an Tauben. 

In dieser Versuchsreihe zeigten die Tiere typische akute neuritische 
Symptome (sogenannte Taubenberiberi); bei einzelnen kamen plotzlich 
schwere spastische Erscheinungen zur Beobachtung: der Kopf der Hals- 
muskulatur war gegen den Riicken gezogen, ferner war die Gehfahigkeit 
vermindert und die Beine waren gewohnlich stark an den Bauch gezogen. ' 
Bei manchen Tieren wurden auch minutenlange Rollbewegungen beobachtet, 

bei allen war die FreBlust herabgesetzt. 
Von sechs Tieren der gleichen Versuchsreihe war vorstehend geschildertes 
Bild bei Nr. 31, 33, 34 und 36 beobachtet worden. Bei diesen typisch er- 
krankten Tieren kamen folgende Heilversuche zur Ausfiihrung. 

Taube 31. Anfangsgewicht 291 g. Miannlich. (Clitocybe mellea Vahl— 
Hallimasch). Versuchsbeginn 24. November 1922. 

Am Morgen des 30. Tages nach Versuchsbeginn trat bei diesem Tier 
plétzlich ein sehr charakteristischer Beriberianfall auf. Die Erkrankung 
war sehr schwer. Das Tier konnte nicht mehr fliegen und verweigerte die 
Nahrung. Es bekam sogieich 0,25 9 Hallimasch in trockenem Zustande, 
worauf Besserung eintrat. Am Abend des gleichen Tages zeigte es wieder 
Lust zum Fressen und flog, wenn auch ungewandt, durch das Zimmer. 

Das Pilzmaterial wurde auch noch in den niachsten 2 Tagen gegeben. 
Das Tier lebte noch 6 Tage und konnte bis zum Tode ziemlich gut laufen. 

Kurz vor dem Tode traten wieder leichte Beriberizeichen auf. 

Zwei der iibrigen drei Tiere (Nr. 34 und 36), die sich in einem schweren 
Krankheitszustande befanden, erhielten ein 10proz. Infus von Hallimasch 
in dem Endstadium der Krankheit subkutan injiziert. 

Es zeigte sich aber keine Wirkung, die Tiere gingen sofort bzw. nach 
24 Stunden zugrunde. 

Die Versuche an Tauben zeigen also, da8 auch hier sowohl eine Schutz- 
als auch eine Heil wirkung nach Pilzzufuhr eintreten kann. Bei den Tauben, : 
die prophylaktisch mit Pilzen gefiittert wurden, kam es nicht zu Beriberi- 
Erkrankung. In einigen Fallen trat zudem ausgesprochene Besserung der 
neuritischen Erscheinungen ein. Weiter lieB sich auch bei Pilzfiitterung 
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eine Verlangerung der Lebensdauer der Versuchstiere feststellen, wie aus 
der Abb. 14 hervorgeht. Ich méchte jedoch darauf hinweisen, daB bei 
den letzten zwei Kontrolltieren (bei 25 und 26) der friihzeitige Tod auch 
durch den unerwarteten Eintritt niedriger Temperatur im Versuchsraum 
mitverschuldet sein kann. Im iibrigen erscheinen aber die Resultate bei 
Tauben nicht so gesichert und einwandfrei wie bei Ratten. Weitere Versuche 
mit Beriicksichtigung der Mengenverhiltnisse miissen hier genauere Klérung 
bringen. So viel scheint aber doch schon jetzt festzustehen, da8 fiir die 
Auswertung von Pilzen die Tauben wie die Miuse wenig geeignete Versuchs- 
tiere darstellen. 
Versuche an Meerschweinchen. 


Priifung auf antiskorbutische Wirkung. 

Die Versuchstiere bekamen in Anlehnung an die Arbeit von Holst 
und Fréhlich!) Hafer und taglich etwa 50 g im Autoklaven gekochte Milch 
und etwas Wasser. Die Tiere zeigten dieselben charakteristischen Krank- 
heitssymptome wie die von den beiden Autoren beschriebenen. Das Kérper- 
gewicht bot in allen Fillen das Bild nebenstehender Kurve. In den ersten 
7 bis 10 Tagen nahmen die Tiere, wie die Zeichnung veranschaulicht, an 
Gewicht zu, in den nachsten 7 bis 10 Tagen blieb das Gewicht meist konstant 
oder hatte ganz geringe Abnahme aufzuweisen, in weiteren 7 bis 10 Tagen 
etwa fiel es rasch ab und die Tiere gingen zugrunde. Es lassen sich somit 
an dieser Kurve drei Abschnitte unterscheiden. 

Charakteristische Skorbutsymptome traten in der zweiten Hilfte des 
mittleren Abschnittes auf; sie kamen im besonderen durch FreSunlust, 
Abmagerung und bestiandiges Wimmern, das vielleicht durch Gelenk- 
schmerzen bedingt war, zum Ausdruck. Auch in ihren Bewegungen waren die 
Tiere sehr trage; sie saBen gewodhnlich zitternd, zusammengekauert in 
einer Ecke des Kafigs, zuweilen auch in Seitenlage, wohl in der Absicht, die 
schmerzenden Gelenke zu entlasten. 

AuBer diesen Erscheinungen wurden noch Hyperimie des Zahnfleischs, 
in zwei Fallen Blutungen aus dem Darm beobachtet; nach Auftreten dieser 
Symptome gingen die Tiere in allen Fallen sehr rasch zugrunde. 

Das Gewicht der Meerschweinchen betrug vor den Versuchen 200 bis 
300 g. Die Versuche selbst kamen in doppelter Reihe zur Ausfiihrung. 

Die erste Versuchsreihe fallt in die Zeit vom 19. Oktober bis 19. No- 
vember 1922, und die zweite Reihe in die Zeit vom 15. November bis 12. De- 
zember 1922. Mit der Verfiitterung des zur Verfiigung stehenden Pilz- 
materials wurde in der zweiten Halfte des zweiten Stadiums oder gleich zu 
Beginn des Abfalls der Gewichtskurve begonnen, als sich schon Skorbut- 
symptome zeigten. Soweit die Tiere die Pilze, die in getrocknetem Zustande 
und konservierter Form gereicht wurden, nicht freiwillig mit dem Futter 
aufnahmen, wurden diese mit der Pinzette oder einer Pipette eingefiihrt. 
Die Kontrolltiere, denen im Stadium der beginnenden Erkrankung Mohr- 
riiben mit dem Futter gereicht wurden, gesundeten wieder vollstandig, 
also ein Beweis, daB in diesem Stadium noch eine Heilung méglich war. 

' Bei den Versuchstieren aber, denen Pilze im kritischen Stadium gereicht 
wurden, zeigte sich kein Erfolg mehr; die Erkrankung schritt unaufhaltsam 
vorwiarts und wies alle schon erwaihnten Symptome des Skorbuts auf. 

Die Sektion der Versuchstiere stellte einwandfrei Skorbut fest. Der 
Befund war in der Regel folgender: Im Maul war eine allgemeine Hyperiimie 


1) Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 72, 1, 1912. 
Biochemische Zeitschrift Band 142. 
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festzustellen. Die Mahlziihne des Unterkiefers saBen sehr locker und konnten 
mit der Pinzette leicht extrahiert werden, in geringerem MaBe zeigten die 
oberen Mahlzihne das gleiche Verhalten. Die Veranderungen am Thorax 
bestanden in Blutungen und Auftreibungen an den Knochen-Knorpelgrenzen 
der Rippen und des Brustbeins. In vielen Fallen war Pneumonie festzu- 
stellen. Am Verdauungstraktus zeigten sich krankhafte Erscheinungen, 
besonders im Magen und oberen Diinndarm entziindliche Hyperamie und 
Blutaustritte. Zu Blutungen in den Gelenken und den benachbarten Muskeln 
kam es am Schulter-, Ellenbogen-, und Hiiftgelenk und besonders regelmaBig 
und ausgepragt im Kniegelenk. Die Gelenkverbindungen waren sehr locker 
und der Knochen selbst an den Enden sehr weich und leicht zerbrechlich. 

Die Gewichtsveranderungen der Tiere zeigen sich in folgenden Tabellen 
(Abb. 15 bis 18). 


Abb. 15—19. Versuche an Meerschweinchen. Priifung auf antiskorbutische Wirkung. 
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Abb. 15. Meerschweinchen Nr. 64. Kontrolle. Abb. 16. Meerschweinchen Nr. 44. Heilversuch 
mit Steinpilz. 
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Abb. 17. Meerschweinchen Nr.14. Heilversuch Abb. 18. Meerschweinchen Nr.3%4. Heil- 
mit Eierschwamm versuch mit Semmelstoppelpilz. 


Alle untersuchten Pilze erwiesen sich im trockenen Zustande wirkungslos 
gegen Skorbuterkrankung. Daraus kann geschlossen werden, daS trockene 
Pilze frei von C-Vitamin sind. Aus auBeren Griinden war es mir nicht mehr 
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modglich, Versuche an frischem Pilzmaterial auszufiihren. Die Untersuchungen 
sollen aber fortgefiihrt werden. Da8 die Skorbuterkrankung durch geeignete 
Zufuhr von C- Vitamin enthaltende Nahrungsstoffe geheilt werden kann, ergibt 
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Abb. 19. Meerschweinchen Nr. 205, Heilversuch mit Runkelriiben. 


sich aus Heilversuchen mit frischen Riiben (Runkelriibe), die ich zur Kontrolle 
meiner Versuche mit Pilzen angestellt habe. Der Verlauf eines derartigen 
positiven Fiitterungsversuches ist aus der Abb. 19 ersichtlich. Hier tritt 
mit Zufuhr der Riiben eine ganz auffallende Besserung der Erkrankung 
unter gleichzeitigem Wiederanstieg der Gewichtskurve ein. 


Zusammenfassung. 

Zur ersten Orientierung iiber den bisher nicht untersuchten Vitamin- 
gehalt von Speisepilzen wurden Fiitterungsversuche mit qualitativ 
unzureichender Ernaihrung an Miausen, Ratten, Meerschweinchen 
und Tauben angestellt. Da dieselben im Winter und Friihling aus- 
gefiihrt wurden, konnten nur lufttrockene und durch Hitze konservierte 
Pilze gepriift werden. Die Fortsetzung der Versuche an frischem 
Material unter Beriicksichtigung der quantitativen Verhaltnisse ist 
jedoch in Angriff genommen. Soweit sich bis jetzt feststellen laBt, 
ist der Steinpilz (Boletus edulis) reich an Wachstumsvitamin und 
enthalt das antineuritische B-Vitamin. Die Wirkung von Steinpilz- 
zulagen bei B-vitaminfreier Ernihrung auf das Allgemeinbefinden und 
das Kérpergewicht ist ganz analog der Wirkung bester Hefepriparate. 
Auch der Champignon (Psalliota arvensis) enthalt Wachstumsvitamin, 
der Gehalt ist aber, wie es scheint, etwas geringer als beim Steinpilz. 
An dritter Stelle steht der Eierschwamm (Cantharellus cibarius). In 
weitem Abstand folgen dann der Hallimasch (Clitocybe mellea), der 
Semmelstoppelpilz (Hydnum repandum) und die Totentrompete 
(Craterellus cornucopioides), deren Wirkung in den Fiitterungsversuchen 
entweder gering oder iiberhaupt negativ war. Trotzdem darf ange- 
nommen werden, daB alle Pilze ,,B-Vitamin‘’, nur in sehr wechselnden 
Mengen, enthalten. Dies wird auch daraus geschlossen, da® die Lebens- 
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dauer der vitaminarm oder vitaminfrei ernaihrten Versuchstiere bei 
gleichzeitiger Pilzfiitterung in allen Fallen verlangert wurde. Bei 
B-vitaminfrei ernihrten Tauben verhindert die frithzeitige Zulage von 
Pilzen (Steinpilz, aber auch Hallimasch und Semmelstoppelpilz) das 
Auftreten von neuritischen Erscheinungen. Bereits eingetretene Beri- 
beri wurde durch Zulage von Steinpilz und Hallimasch deutlich ge- 
bessert. Es lieB sich also eine Schutz- und Heilwirkung gegen die 
Neuritis feststellen. Miause, die frei von B- und C-Vitamin ernahrt 
wurden, gingen nach 20 bis 25 Tagen zugrunde. In allen Fallen, wo 
Pilzzulage gegeben wurde, konnte eine Verlangerung der Lebensdauer 
festgestellt werden. Diese betrug z. B. bei gleichzeitiger Steinpilz- 
zulage tiber 40 Tage. Auch bei Tauben wirken Pilze lebensverlangernd. 
Selbst ein ungenieBbarer Baumschwamm (Polyporus versicolor) lieB 
eine Wirkung auf Allgemeinzustand, Lebensdauer, Kérpergewicht und 
Wachstum erkennen. Ob in den Speisepilzen der fettlésliche Faktor A, 
,,A-Vitamin’ bzw. antirachitische Substanzen enthalten sind, ist noch 
unsicher. 

Getrocknete Pilze enthalten kein C-Vitamin, was bei der leichten 
Zersetzlichkeit dieses Stoffes nicht auffillig ist. Alle Heilversuche 
an skorbutkranken Meerschweinchen verliefen durchaus negativ. 
Ratten erwiesen sich hier als unbrauchbare Versuchstiere, sie leben 
monatelang bei C-vitaminfreier Kost und nehmen an Gewicht zu. 
Bei Beurteilung der biologischen Wertigkeit, insbesondere des Niahr- 
wertes von Speisepilzen, muB nach den vorliegenden Ergebnissen der 
Gehalt an Vitaminen beriicksichtigt werden. Die Pilze enthalten 
sicherlich Stoffe, die bei den wechselnden Erscheinungen der Avita- 
minosen infolge qualitativ unzureichender Kost diesen Erkrankungen 
entgegenwirken, indem sie Wachstum und Gewichtszunahme foérdern 
und dadurch den Stoffwechsel und das Allgemeinbefinden giinstig 
beeinflussen. Die bevorzugte Stellung des Steinpilzes und des Cham- 
pignons unter den iibrigen Speisepilzen findet durch die mitgeteilten 
experimentellen Untersuchungen eine wissenschaftliche Bestatigung 
und Begriindung. 


Wiahrend der Korrektur dieser Arbeit ging uns eine Mitteilung 
des Herrn Dr. Pietro Di Mattei in Rom zu, nach welcher derselbe in 
der Kgl. medizinischen Akademie in Rom (Sitzung vom 11. Marz d. J.) 
einen Vortrag tiber den Vitamingehalt von Speisepilzen gehalten habe. 
Gleichzeitig iibersandte er einen Sonderabdruck aus dem Policlinico 
(Sez. Med.) vom 1. Mai d. J. ,,Sui fattori complementari dell’ alimen- 
tazione (Le vitamine dei funghi mangerecci)‘‘ tiber Versuche mit 
Boletus an Tauben und Meerschweinchen, die im wesentlichen zu den 
gleichen Ergebnissen wie unsere Untersuchungen gefiihrt haben. 
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Zur Wertbestimmung des Pepsins “ 
und iiber das Verhalten des Pepsins im Kérper. 


Von 
Kithe Voigt. 
(Aus dem pharmakologischen Institut zu Rostock.) 


(Eingegangen am 9. August 1923.) 


Seit einer Reihe von Jahren wird Pepsin mit groBem Erfolg zur 
Entfernung von Narbengewebe verwandt. Bei den bisherigen Ver- 
wendungsarten wurde das Pepsin lokal auf das zu behandelnde Gewebe 
gebracht, das gleichzeitig unter Saiureeinwirkung gesetzt wurde. Fiir 
manche ausgedehnten Hauterkrankungen, bei denen eine Pepsin- 
behandlung in Frage kommt, wire es erwiinscht, das Pepsin auf dem 
Blutgewebe an die Gewebe zu bringen. Eine solche Anwendung kann 
aber natiirlich nur dann in Betracht gezogen werden, wenn sich vollig 
ungiftige Pepsinpraparate herstellen lassen, und wenn das Pepsin in 
der Blutbahn geniigend lange in wirksamer Form bestehen bleibt. 
Auf Anregung des Direktors der hiesigen dermatologischen Klinik, 
Herrn Prof. Frieboes, habe ich unter Anleitung von Herrn Prof. Tren- 
delenburg die Frage der Pepsingiftigkeit und des Pepsinschicksals nach 
intravenéser Einverleibung untersucht. 


1. Auswertung des Pepsins. 


Um das Schicksal des in die Blutbahn gebrachten Pepsins ver- 
folgen zu kénnen, bedurfte es einer einfachen Methode, die Wirksamkeit 
des Ferments auszuwerten. Bekanntlich gibt es eine tibergroBe Zahl 
von MeBmethoden — dais immer neue beschrieben werden, diirfte 
seinen Grund darin haben, daB die meisten der Methoden keine wirklich 
genauen Wertbestimmungen zulassen oder daB sie mit zu teurem 
Material oder zu kompliziertem Verfahren arbeiten. 

Wenn ich im folgenden eine bisher nicht angegebene Methode, 
die mir Prof. Trendelenburg vorschlug, mitteile, so geschieht es, weil 
ich tiberzeugt bin, daB diese Methode an Genauigkeit und Einfachheit 
die alteren Verfahren iibertrifft. Das Prinzip der Methode ist, daB 
man Pepsin auf angesiuertes Blutserum einwirken laBt und den Grad 
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der Verdauung der SerumeiweiSkérper durch nephelometrische Unter- 
suchung genau bestimmt; das stark verdiinnte Serum wird mit Sulfo- 
salicylsiure versetzt, so daB die EiweiBsubstanzen ausgeflockt werden. 
Bei geeigneten Mengenverhiltnissen la8t sich leicht eine so feine 
Dispersion der EiweiBpartikel erzielen, daB eine lange Zeit hindurch 
stabile Suspension entsteht, die im Nephelometer auf ihre Dichtigkeit 
untersucht werden kann. Der Grund der Triibungsdichte wird natiirlich 
mit zunehmender Pepsinwirkung abnehmen. 

Kurz nachdem ich an die Ausarbeitung dieser Methode herangegangen 
war, bemerkte ich, daB kiirzlich Michaelis (1) ein ahnliches Verfahren 
angab. Er stellte durch Zusatz von Sulfosalicylsiure zu EiweiBlésung einen 
Niederschlag her und beobachtete die Aufhellung der Triibung durch 
Pepsinsalzsiure. Nach von Gyemant (2) gibt diese Methode keine absoluten 
Werte, da die TeilchengréBe der EiweiBsuspensionen nicht konstant ist, 
so daB bei verschiedenen Versuchen die gleiche Pepsinprobe verschiedene 
Wirkungsstiirke zeigen kann. 

Ich schlug zur Wertbestimmung des Pepsins folgendes Verfahren 
ein. Zu leem Serum wurden 8cem n/10 HCl zugegeben und dann 
in leem Wasser die gewiinschte Pepsinmenge hinzugefiigt. In den 
entscheidenden Versuchen wurde steril gearbeitet, aber bei Verwendung 
nicht steril, nur kalt aufbewahrten Serums und nicht ausgekochter 
Glaser habe ich kein anderes Ergebnis gehabt. Die Aciditat der Lésung 
verhindert offenbar das Bakterienwachstum. Die Lésungen blieben 
klar. Die Reagenzgliser mit dem Serum-Salzsiure-Pepsingemisch 
kamen fiir 24 Stunden in den Brutschrank und wurden dann nephelo- 
metrisch folgendermaBen ausgewertet. 

Jeweils wurden 0,3cem des Gemisches = 0,03ccm Serum in 
einem Becherglase mit 20ccm Wasser verdiinnt, dann wurde unter 
Schwenken des Glases 2,5ccm einer 10proz. Sulfosalicylsiurelésung 
zugesetzt. In pepsinfreien Kontrollproben tritt sofort eine Triibung 
auf, die sehr geringe Neigung zu grober Ausflockung hat. Bei teilweiser 
Verdauung des EiweiBes dauert es zum Teil einige Minuten, bis die 
Triibung auftritt. Es wurde deshalb nicht vor Ablauf von etwa 10 Mi- 
nuten am Nephelometer (von Kriiss) untersucht. Ob zur Zeit der 
Untersuchung die Triibung schon maximal war, wurde nicht naher 
untersucht (nahezu maximal war sie zweifellos), denn dieser Punkt 
war gleichgiiltig, da ich stets mit Kontrollésungen verglich, die gleich- 
zeitig den gleichen Sulfosalicylsiurezusatz erhalten hatten. Die Menge 
des durch das Pepsin verdauten EiweiBes liBt sich leicht feststellen, 
wenn man fallende Mengen von Serum (das im gleichen Mengenverhiltnis 
wie oben angegeben mit n/10 HCl und Wasser versetzt wurde und 
ebenfalls 24 Stunden in den Brutschrank gebracht wurde) in 20 ccm 
Wasser gibt, Sulfosalicylsiure zufiigt und die Triibung am Nephelo- 
meter ausmiBt. 
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2. Giftigkeit des Pepsins und sein Schicksal im Kérper. 

Fir die intravenésen Einspritzungen verwandte ich das hoch- 
wertige Pepsin, das ich der Freundlichkeit der Firma Witte, Rostock, 
verdanke. Es wurde gewonnen, indem man dem Rohpepsin Salzsiure 
zusetzte und durch sorgfaltige Dialyse in Pergamentschliuchen die 
Peptone usw. entfernte. SchlieBlich wurde das Praparat bei 30° im 
Vakuum getrocknet. 

In alteren Arbeiten wird wiederholt berichtet, daB die intravenése 
Einspritzung von Pepsinlésungen bei Warmbliitern starke Giftwirkungen 
auslése, oder den Tod herbeifiihre [s. z. B. Mendelson (3), Bergmann 
und Angerer (4), Hildebrandt (5)]. Oppenheimer (6) steht der angeb- 
lichen Giftigkeit der Fermente skeptisch gegeniiber. Ein Beweis, daB 
die Vergiftungserscheinungen nicht nur die Folge von Verunreinigungen 
waren, ist nicht erbracht. 

Uber meine Versuche kann ich in aller Kiirze berichten. Denn das 
Ergebnis zahlreicher Einspritzungen war stets das gleiche: bis 0,3 g 
des erwihnten Pepsins Witte (pro Kilogramm) in die Vene von Kaninchen 
oder Meerschweinchen gespritzt, bewirkte keine Veriinderung im Ver- 
halten der Tiere, die Atmung blieb ungestért und der graphisch regi- 
strierte Blutdruck zeigte keine stirkeren Schwankungen als nach der 
Einspritzung von Kontrollkochsalzlésungen. 

Hiernach kann kein Zweifel sein, daB die friiher beobachteten 
Giftwirkungen des Pepsins von Verunreinigungen herrihrten; Pepsin 
kann aber in solchem Reinheitsgrad geliefert werden, daB es trotz 
sehr starker Wirksamkeit keine Vergiftungen auslést, wenn erhebliche 
Mengen in die Venen gespritzt werden. Somit stehen der etwaigen 
intravenésen Pepsintherapie keine toxikologischen Bedenken entgegen. 

Uber das Schicksal des in die Blutbahn aufgenommenen Pepsins 
finde ich keine ausfithrlicheren Versuche. Die von Briicke entdeckte 
Tatsache, daB sich Pepsin im Harn nachweisen laBt, und daB dies 
Pepsin aus dem Magen stammt [ Matthes (7) u. a.], sprach fiir die Méglich- 
keit, daB das Pepsin in unverinderter Form langere Zeit im Organismus 
bestehen bleiben kann, wahrend weiter unten mitzuteilende Versuche 
tiber das Verhalten des Pepsins bei Einwirkung von Blut eine rasche 
Bindung des im Blute zirkulierenden Ferments wahrscheinlich machten. 
Albertoni beobachtete nach der Pepsineinspritzung in das Blut eine 
Hemmung der Gerinnung, wie er meint, infolge einer Verdauung des 
Fibrins durch das wirksam gebliebene Pepsin (daB diese Theorie wenig 
Wahrscheinlichkeit fiir sich hat, da Pepsin nur bei saurer Reaktion 
wirksam ist, liegt auf der Hand). 

In den ersten Versuchen spritzte ich Kaninchen oder Meer- 
schweinchen pro Kilogramm 0,1 oder 0,05 g des oben erwahnten Pepsin 
Witte, in etwa 5 bis 10 ccm NaCl-Lésung gelést, innerhalb etwa einer 
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Minute in eine Vene ein und entnahm verschieden lange Zeit nach dem 
Ende der Einspritzung aus der Halsschlagader eine Blutprobe; sie 
wurde sofort durch Schlagen defibriniert und zentrifugiert, das Serum 
wurde in der oben geschilderten Weise mit Salzsiure verdiinnt und in 
den Brutschrank gebracht. Gleichzeitig wurden Proben angesetzt, 
in denen dem vor der Pepsineinspritzung gewonnenen Blutserum 
faliende Mengen Pepsin zugesetzt worden waren. Das Ergebnis aller 
Versuche verlief voéllig eindeutig: immer, sogar wenn der Aderla} 
schon eine Minute nach dem Ende der Einspritzung vorgenommen 
wurde, war das Serum pepsinfrei oder doch auBerordentlich pepsinarm. 
So fand ich bei einem Kaninchen, daB genau 60 Sekunden nach Ende 
einer Einspritzung von 0,05g pro Kilogramm weniger als 1/s999) der 
eingespritzten Menge im Blute (dessen Menge zu 1/,, des Kérpergewichts 
angenommen wurde) enthalten war; in einigen weiteren Versuchen 
mit 0,1 g pro Kilogramm betrug die entsprechende Menge gegen 1/599, 
1/1500 UNA 1/5999 der eingespritzten Menge. 

Da das in Ringerlésung gebrachte Pepsin bei Zimmertemperatur 
nicht annahernd so rasch an Wirksamkeit verlor, vermutete ich zu- 
nichst, daB es nicht die Reaktion des Blutes sei, die das Pepsin so 
ungemein rasch zerstért. Ich hielt es fiir méglich, daB die Substanz 
bei dem Durchtritt durch die Kapillaren an die Gewebe abgegeben 
wiirde und in diesen in wirksamer Form zuriickgehalten wiirde. Aber 
es gelang mir nicht, in den Geweben von Tieren, die wenige Minuten 
nach der Pepsineinspritzung entblutet wurden, Pepsin in wirksamer 
Form nachzuweisen: Verreibungen der verschiedenen Gewebe hatten 
nach dem Zusatz zu angesiuertem Normalserum keine verdauende 
Wirksamkeit. So ging ich daran, den Einflu8 des Blutserums auf das 
Pepsin im Reagenzglase zu priifen. Hieriiber liegen Versuche von 
Schnappauff (8) vor, der unter Nasse 1888 die Beobachtung gemacht 
hatte, daB subkutan eingespritztes Pepsin nicht in den Urin iibertritt, 
und der Frage nachgegangen war, ob das Blut Pepsin zerstéren kann. 
Er fand, daB ein zweistiindiger Aufenthalt bei 38° geniigt, um dem 
Blute oder Serum zugesetztes sehr wirksames Pepsin zu zerstéren. 
Kiirzer befristete Versuche liegen meines Wissens nicht vor. 

Eigene Versuche bestiatigten die Beobachtungen von Schnappau/f 
und zeigten weiter, daB die Pepsinzerstérung bei Korpertemperatur 
im Serum ungemein rasch vor sich geht. Ich fiihre folgendes Versuchs- 
beispiel an. 

In einige Reagenzgliser fiillte ich je 1 cem Serum und versenkte 
die Glaser in 38° warmes Wasser. Nach Warmeausgleich wurden je 
0,2 cem einer Pepsinlésung (mit 0,01 mg Pepsin) zugesetzt und nach 
genau 1, 2, 4 und 8 Minuten mit 8ccm n/10 HCl angesiuert. Nach 
Auffiillen auf 10 cem kamen die Proben fiir 24 Stunden in den Thermo- 
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staten. Zum Vergleich wurden fallende Mengen von Pepsin zu dem 
gleichen Serum, aber nach dem Siurezusatz, gegeben und im Brut- 
schrank 24 Stunden belassen. Danach in der iiblichen Weise Sulfo- 
salicylsiurezugabe. Es zeigte sich, daB nach 8 Minuten langer Ein- 
wirkung von Serum das Pepsin (0,01 mg: 1 ccm) so stark zerstért ist, 
daB die Triibung die gleiche wie bei einer pepsinfreien Serumprobe 
war. Schon eine 1 Minute lange Einwirkung geniigt, um iiber 60 Proz. 
des Pepsins zu zersetzen. 

Hieraus muB geschlossen werden, daB der Nachweis des Pepsins 
im Blutserum der mit Pepsin gespritzten Tiere deshalb nicht gelaiig, 
weil das Ferment vom Serum so rasch zerstért wird. 

Bei den oben genannten Versuchen, das Pepsin in dem Serum des 
nach der Einspritzung entnommenen AderlaBblutes auszuwerten, liegt 
eine Fehlerquelle darin, dab die Zersetzung des Pepsins nach der Ent- 
nahme des Blutes aus dem BlutgefaéB wahrend des Zentrifugierens 
natiirlich weiterlauft. Die Geschwindigkeit der Zersetzung wird zwar, 
da das Zentrifugieren bei Zimmertemperatur vorgenommen wurde, 
eine viel geringere sein als in den obigen Versuchen, die bei Kérper- 
temperatur angestellt wurden. Immerhin hielt ich es fiir wiinschens- 
wert, einige weitere Versuche unter Ausschaltung jener Fehlerquelle 
vorzunehmen, um die wahre Geschwindigkeit der Pepsinzerstérung 
im Kreislauf festzustellen. 

Zu diesem Zwecke wurde das nach der Pepsininjektion entnommene 
Blut so rasch als méglich aus der Schale, in die es aus der Karotis 
einfloB, in die zehnfache Menge n/10 HCl eingebracht. Da _ kurze 
Zeit nach der Einspritzung das Blut noch so viel Pepsin enthalt, daB 
bei dem spiteren Zusatz von Sulfosalicylsiure in der oben geschilderten 
Weise keine Triibung auftritt, wurde eine zweite Probe im Verhiltnis 
1: 100 mit HCl verdiinnt, nachdem so viel Normalblut zugefiigt worden 
war, daB die Gesamtblutkonzentration auch in Probe 2 10 Proz. betrug. 
Gleichzeitig mit diesen Proben kamen Normalblutproben, denen fallende 
Pepsinmengen sowie Salzsiure zugesetzt worden war, in den Brut- 
schrank. Nach 24 Stunden Verdiinnung der Proben, Sulfosalicyl- 
siurezusatz und Bestimmung der Triibung. Die Ablesung im Nephelo- 
meter war bei diesen Versuchen etwas weniger genau als bei Ver- 
dauungen von Serum, da die braunliche Farbung durch das Haimatin 
die Einstellung erschwerte. Doch ist der Fehler nicht so groB, dab 
das Ergebnis prinzipiell unsicher wiirde. 

Der erste Versuch war ein kurzfristiger. Einem Meerschweinchen 
wurden 0,3 g Pepsin pro Kilogramm im Laufe von 114 Minuten in die 
Jugularvene infundiert. Genau 2 Minuten nach Ende der Injektion 
wurde das aus der Karotis entnommene Blut in die weitere Zersetzung 
des Pepsins verhindernde Salzsiiure gebracht (I). Ein zweiter Aderlab 
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fand spiter statt, genau 12 Minuten nach Ende der Injektion kam das 
Blut in die Salzsiure (II). 

Blut I 1:10 triibte sich bei dem spiteren Sulfosalicylsiurezusatz 
nicht, die Verdiinnung 1: 100 zeigte die gleiche schwache Triibung 
wie die Pepsin-Normalblutprobe, 0,0008 mg Pepsin auf 0,1 Blut. Dem- 
nach enthielt Blut I im Augenblick des Salzsiurezusatzes 0,008 mg. 
Das Tier besaB pro Kilogramm etwa 77 ccm Blut, also 0,62 mg Pepsin. 
Dies ist nur */s99 der eingespritzten Menge (0,39 pro Kilogramm), 2 Mi- 
nuten nach Ende der Injektion. Die 12 Minuten nach der Injektion 
in die Salzsiure gegebene Blutprobe enthielt erheblich weniger Pepsin. 
Die Verdiinnung 1: 100 erwies sich nach dem Sulfosalicylsiurezusatz 
als ebenso triib wie die Mischung 0,1 Normalblut + 0,0032 mg Pepsin. 
Hieraus ergibt sich, daB 12 Minuten nach dem Ende der Injektion nur 
noch */159 der eingespritzten Pepsinmenge im Blute kreisen. 

Zerstért das Blutserum infolge seiner alkalischen Reaktion oder 
sind neben den Reaktionseinfliissen andere Wirkungen fiir die Labilitat 
des Ferments im Blute bestimmend? Die ersten ausfiihrlicheren Ver- 
suche tiber den Einflu8 von Alkali auf das Pepsin wurden von Lang- 
ley (9) 1881 angestellt, nachdem schon zuvor Kiihne kurz darauf auf- 
merksam gemacht hatte, daB Pepsin bei langerer Digestion mit alka- 
lischen Lésungen unwirksam wird. Langley gab das Pepsin in 0,1 bis 
1 proz. Sodalésung und beobachtete eine rasche Wirksamkeitsabnahme. 
So war die Pepsinwirkung eines Auszuges aus Katzenmagenschleimhaut 
nach 15 Sekunden langem Verweilen in kérperwarmer | proz. Soda- 
lésung auf etwa *'/,, der Anfangswirkung herabgesetzt. Da derartige 
Sodalésungen weit alkalischer als Blut reagieren, stellte ich einige 
Versuche mit Puffergemischen an, deren Reaktion sich im Bereich 
der Blutreaktionen hielten. 

Durch Mischung von n/100 Lésungen des sekundiren und des 
primaren Natriumphosphats stellte ich Lésungen mit py 7, 8 und 9 
her (kolorimetrisch nach Michaelis bestimmt). In die drei auf Kérper- 
temperatur erwarmten Lésungen wurde je 0,01 mg Pepsin pro 1 ccm 
gegeben und nach 10 Minuten Serum + Salzsiure hinzugefiigt. Nach 
24stiindigem Aufenthalt im Brutschrank erfolgte bei Zusatz der Sulfo- 
salicylsiure zu der tiblichen Verdiinnung die gleiche Triibung wie bei 
pepsinfreiem Serum, die erwahnte Pepsinmenge war also selbst bei 
neutraler Reaktion zerstért. 

Die rasche Vernichtung der Pepsinwirksamkeit nach der Ein- 
spritzung in die Blutbahn hat also ihre Ursache in der schwach alka- 
lischen Reaktion des Blutes. Alle Versuche, durch Vermittlung der 
Blutbahn Geweben Pepsin zuzufiihren, sind aussichtslos. Wenn trotz 
der Labilitat des Ferments im Harn Pepsin nachzuweisen ist, so kann 
dies nur daran liegen, daB das Ferment in einer alkaliresistenten Form, 
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als Pepsinogen, resorbiert wurde, wie auch schon Schnappauff aus 
seinen Versuchen folgerte. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird eine Methode der nephelometrischen Auswertung von 
Pepsinlésungen angegeben, die auf der Triibung von Serum durch 
Sulfosalicylsiure beruht. 

2. Gereinigtes Pepsin (Pepsin Witte) ist véllig ungiftig bei intra- 
venéser Einspritzung. 

3. Pepsin verschwindet nach intravenéser Einspritzung ungemein 
rasch aus der Blutbahn. 

4. Fur die rasche Zerst6rung ist in erster Linie die Reaktion des 
Blutes verantwortlich. 


Literatur. 


1) L. Michaelis und M. Rothstein, diese Zeitschr. 105, 60, 1920. 

2) A. Gyemant, ebendaselbst, 8. 155. — 3) W. Mendelson, Virchows Arch. 
f. pathol. Anat. 100, 274, 1885. — 4) Bergmann und Angerer, Wiirzburger 
Gratulationsschrift 1882. — 5) H. Hildebrandt, Virchows Arch. f. pathol. 
Anat. 121, 1, 1890. — 6) C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen. 
7) M. Matthes, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 49, 107, 1903. — 8) H. Schnapp- 
auff, Beitrage zur Physiologie des Pepsins. Diss. Rostock 1888. — 9) J. N. 
Langley, Journ. of Physiol. 3, Nr. 3, 1881; 7, Nr. 5; 6, 1886. 














Uber den Grenzabbau 
der Stirke und ein Komplement der Amylasen. 


[Zweite Mitteilung?).] 
Von 
Hans Pringsheim und Kar] Schmalz. 
(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin. ) 


(Eingegangen am 9. August 1923.) 


Der Grenzabbau. 

Schon im Jahre 1885 machten Chittenden und Smith?) die Beob- 
achtung, daB die Verzuckerung der Starke durch Speichelamylase 
nicht glatt zu Ende geht, sondern daB im Verlaufe der Reaktion eine 
Verzégerung aufzutreten scheint; der erreichte Endzustand wird jetzt 
allgemein als Grenzabbau der Starke bezeichnet und der nicht in Maltose 
umgewandelte Rest der urspriinglichen Stirke Grenzdeatrin genannt. 
Zahlreich sind die Angaben in der Literatur, daB diese Reaktions- 
hemmung bei einer 70- bis 78proz. Bildung der theoretischen Maltose- 
ausbeute eintritt, gleichgiiltig, ob Speichel-, Pankreas- oder Malz- 
amylase als wirksames Agens Anwendung finden. Selbst in die Technik 
ist diese Anschauung iibergegangen’). Die neuere Forschung, die sich 
auf Erfahrungen bei geeigneten Azidititsbedingungen stiitzt, hat sich 
von dieser Auffassung der Kinetik des amylolytischen Abbaues nicht 
befreien kénnen*) und 6fters nach Griinden gesucht, um den ,,Grenz- 
wert’ zu erkliren. Einigkeit konnte hierbei nicht erzielt werden: 
denn das Enzym wurde beim Grenzabbau noch aktiv, die gebildete 
Maltose nicht ausreichend gefunden, um eine Gleichgewichtshemmung 
als Erklirung anzunehmen. Man glaubte eine solche in einem anderen, 
stiirker hemmenden Abbauprodukt der Stirke5) oder in einer Fest- 


1) I. Mitteilung, Hans Pringsheim und W. Fuchs Ber. 56, 1762, 1923. 

2) Transact. Connect. Acad. 6, 343, 1885. 

8) Maerker-Delbriick, Handb. d. Spiritusfabrikation, 8.430. Berlin 1903. 

‘) Vgl. hierzu auBer der in der ersten Mitteilung zitierten Literatur 
Hans Euler, Chemie der Enzyme II, 1, 1922 fiir Speichelamylase 8. 94, fiir 
Pankreasamylase S. 101, fiir Malzamylase S. 120. 

5) K. McGuigan, Journ. Biol. Chem. 39, 273, 1919. 
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legung der ,,Diastase“‘ durch die Maltose gefunden zu haben!). Die 
Ergebnisse von Maquenne, der eine quantitative Aufspaltung der 
Starke in Maltose behauptete, wurden durch die Annahme erklart, 
da neben der Amylase manchmal Maltase in Malzauszug vorkommt, 
weshalb infolge der Bildung von Glucose Drehungs- und Reduktions- 
werte erhalten wurden, die eine 100proz. Maltosebildung vorgetiuscht 
haben sollen?). 

Schon in der ersten Mitteilung haben wir darauf hingewiesen, 
daB wir mehrmals eine nicht unbetrichtliche Uberschreitung der 
78proz. Maltosebildung durch Malzamylase beobachten konnten. Wir 
hielten das anfangs fiir einen Ausnahmefall und sandten eine Probe 
eines solchen Malzauszuges an Herrn Prof. v. Zuler in Stockholm, der 
auf Grund von im experimentellen Teil angegebenen Versuchen in 
einem uns zur Veréffentlichung freigegebenen Schreiben vom 1. Juni 
bestatigte, daB die Starkespaltung bis zu 91,5 Proz. Maitose, also 
ungewohnlich weit gegangen war. Wir haben uns davon iiberzeugt, 
daB dieser Malzauszug ebenso wie alle von uns verwandten keine 
Maltase enthielt*). Allmahlich sind wir jedoch zu der Uberzeugung 
gelangt, daB die Spaltung der Starke iiber den Grenzabbau hinaus, 
wenn auch nicht ohne eine merkliche Hemmung, so doch eine regel- 
maBige Erscheinung ist, die, wie wir zeigen werden, nicht nur bei der 
Malz-, sondern auch bei Speichel- und Pankreasamylase unter einer 
Kombination giinstiger Umstinde — ohne den Zusatz eines Kom- 
plementes — zu einer quantitativen Maltosebildung fiihren kann. 

Fassen wir die Griinde zusammen, welche dahin wirken, daB 
die Stirkespaltung jenseits des Grenzwertes mit auBerordentlich ver- 
minderter Geschwindigkeit verliuft, so sind sie durch drei Umstande 
bedingt: durch die Menge des angewandten Ferments, durch sein 
Alter und durch die Reaktionstemperatur. Bei geringer Ferment- 
menge oder bei einem durch Altern geschwachten Ferment verlangsamt 
sich die Spaltung des Grenzdextrins in normaler Proportion zur 
Verlangsamung des ersten Teiles der Abbaureaktion. Beziiglich des 
Temperatureinflusses, der dahin wirkt, da bei héherer Temperatur 
schwerer Anniherung an die quantitative Maltosebildung zu erreichen 
ist, sind unsere Versuche vielleicht noch nicht zahlreich genug; doch 
hat Effront*) die vorstehende Anschauung vertreten. 

Uns ist es jedenfalls selten gelungen, die Verzuckerung der Starke 
bei 78 Proz. anzuhalten. Trat eine starke Hemmung durch Anwendung 


1) Wohl und Glimm, diese Zeitschr. 27, 349, 1910. 

2) Lintner und Kirschner, Zeitschr. f. angew. Chem. 36, 119, 1923. 

3) H. Pringsheim und J. Leibowitz, Uber Cellobiase und Lichenase, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 1923, im Druck. 

*) Enzyms and their applications. Englische Ausgabe, New York 1902. 
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sehr verminderter Fermentmengen zu einem gewissen Zeitpunkt ein, 
so lieB sich der Weitergang der Reaktion durch Zusatz gréBerer Amylase - 
mengen sofort und bis zur quantitativen Verzuckerung in Gang setzen. 


Die Wirkung des Komplementes. 


Die Wirkung des in der Hefe enthaltenen Komplementes ist, wie 
im folgenden gezeigt wird, auf den jenseits des Grenzabbaues liegenden 
Teil der Starkeverzuckerung beschrankt. Jedenfalls konnten wir durch 
mit Toluol abgetétete Hefe keine oder eine nur sehr geringe Beschleu- 
nigung der Verzuckerung unterhalb der 70proz. Spaltung beobachten. 
Auch eine Beschleunigung des Verschwindens der Jodreaktion, also 
eines Indikators fiir die Starkeverfliissigung, konnten wir hier im Gegen- 
satz zu A. Deutschland') nicht beobachten. 

Durch die Beschrinkung auf die Spaltung des Grenzdextrins 
unterscheidet sich unser Ferment von anderen Aktivatoren, z. B. ge- 
wissen Elektrolyten?), wie primares Kaliumphosphat, oder gewissen 
Aminasiuren*). Diese Unterscheidung tritt noch deutlicher durch den 
Umstand zutage, daB die Wirkung des Komplementes durch Kochen 
vernichtet wird. 

Besonders bemerkenswert war das Verhalten des Komplementes 
gegeniiber einem stark gealterten Malzauszug, dessen Stirkespaltungs- 
vermégen bei 57proz. Maltosebildung angehalten hatte; durch den 
Zusatz getéteter Hefe gelang es, die gealterte Amylase bis zu 90proz. 
Stirkespaltung zu beleben. Doch ist der Einflu8B des Alterns auf ver- 
schiedene Malzausziige verschieden. 

Noch ausgesprochener als bei der Malzamylase ist der EinfluB 
des Komplementes auf die Speichel- und besonders auf die Pankreas- 
amylase. 


Die Kristallisation der Maltose. 


Uber die unmittelbare Kristallisationsfihigkeit eines aus der 
diastatischen Stirkespaltung hervorgehenden Maltosesirups ist verschie- 
dentlich gestritten worden; wihrend Falch*) gelegentlich ein positives 
Ergebnis erhalten hat, sind L. de Hoop und M. J. van Tussenbroek*) 
weniger gliicklich gewesen, weshalb sie den EinfluB verschiedener Stoffe 


1) D.R.-P. Nr. 323653, K1.6b, Gruppe 3 (31. Juli 1920). 

2) Sherman und J. Walker, Am. 89, 1476, 1917. 

3) Sherman und Fl. Walker, Am. 48, 2461, 1921; Sherman und Caldwell, 
Am. 48, 2469, 1923; dieselben, Am. 44, 2926, 1922; Sherman und Naylor, Am. 
44, 2957, 1922; Fl. Walker, Influence of certain amino acids upon the enzymic 
hydrolysis of starch. Diss. New York 1922. 

4) Falch, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 43, 281, 289, 296, 306, 1920. 

5) Diese Zeitschr. 185, 217, 1923. 
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auf die Kristallisierbarkeit der Maltose untersucht haben. Uns 
gelang es, Starkehydrolysate, die nach der Titration eine 96proz. 
Maltosebildung anzeigten, direkt zur Kristallisation zu bringen. Die 
Versuche, ob dies regelmaBig gelingt und technisch verwertbar ist, 
werden fortgesetzt. 

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der ,,Rockefeller Foundation“ 
ausgefiihrt, wofiir wir unseren besten Dank aussprechen. 


Versuche und Beilagen. 


Als Substrat benutzten wir Lintnerstirke von Kahlbaum unter Be- 
riicksichtigung ihres Wassergehaltes. Das Hefekomplement wurde durch 
Verreiben von 5g Hefe mit Toluol und Auffiillen auf 100 cem gewonnen. 
Die Reduktionsbestimmungen wurden nach der Methode von Bertrand 
ausgefiihrt, die nach der neuesten Untersuchung von K. Josephson') bei 
Starkehydrolysen zuverlissig ist. Die Reduktionskraft des Grenzdextrins 
ist nach der ersten Mitteilung so gering, daB dadurch bei der Maltose- 
berechnung nur ganz geringe Fehler entstanden sein kénnen. 

Die Malzausziige wurden wie friiher hergestellt; teilweise sind sie nicht 
dialysiert worden, besonders wenn das wihrend der Dialyse eintretende 
Altern vermieden werden sollte. Die Malzausziige I, II, III und IV ent- 
stammen verschiedenen, von der hiesigen Versuchs- und Lehrbrauerei 
bezogenen Darrmalzproben. Da in diesen Fallen keine Garantie fiir einen 
verschiedenen Ursprung des Malzes zu erhalten war, beschafften wir uns 
ein Darrmalz von den Byk-Guldenwerken A.-G., welches diese Firma aus 
selbstgemilzter Gerste durch besonders vorsichtiges Trocknen hergestellt 
hatte, und das sehr wirksam war. 


A. Endverzuckerung durch Amylase verschiedenen Ursprungs. 


0,1 g losliche Starke (16,4 Proz. H,O), 0,1 g Kartoffelstirke (13,1 Proz. 
H,O), Temperatur = 37°, Zeit = 48 Stunden. 





Lésliche Starke : Kartoffelstarke 

ork ro - > eo) oO r= b e ry 

ek toe ae 2 was £1] g 

Fermentmenge ae | ie = Fermentmenge Sas 2 3 

eteanisgst.5 vice a | = 

aigsi o!| 8 ais8&j | 8 

com | ™ ] = = ccm | ™~ = = 

lccm Malzauszug I) — (14 (120.8 105  1ccmMalzauszug 1 — 14,0 122,7 1065 

: * i) — | 0,6'114 99,5/\1 ,, is Hn 5 | 05 115,0 100 

ae ‘s Tt; & | 0,6) 181,1/102,5)1 ,, oa Wm 5 | 05 1063 93 
hoe ‘s IV. 5 |64,2 1043 91 
Spur Pankreatin . — | — /117,0,102 
1 ccm Speichel R .. — _ — |102,4, 89 
 * % F .|;— — /113,2) 98 


a . S .| — | — |109,4) $5 (1 ccm Speichell S . — | — |109,7 955 


1) Ber. 56, 1758, 1923. 
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B. Verlauf der Verzuckerung ohne Komplement, 
ausgefiihrt von Herrn Lic. K. Josephson in Stockholm auf Veranlassung 
von Herrn Prof. v. Euler. MalzauszugI, Alter 28 Tage, ausdialysiert, 
2cem = 33,3mg Cu, Temperatur = 37°. Reaktionsmischung: 40 cem 
2proz. Lintnerstarkelésung, 10ccm 5proz. Phosphatlésung (p,, = 5,3), 

28 cem H,O, 2 ccm Malzauszug. 





Zeit K MnO,0,158n. K MnO, korr. Cu korr. Maltose korr. Maltose ') 
ccm com mg mg Proz. 
0,5’ 0,7 0,3 3 —_ — 
10 6,6 6,2 62,3 56,8 54 
20 7,3 6,9 69,3 63,4 60 
60 8,2 7,8 78,3 ys 68 
130 8.35 7.95 79.9 73.2 69,3 
240 8,75 8,35 83,8 76,8 72,7 
400 9.1 8.7 874 | 802 75,9 
1320 2 x (4,62) is whi 80,6 763 


Die Zahlen und besonders eine graphische Zusammenstellung derselben 
zeigen, daB die Bildung reduzierender Zucker weiter geht, als gewOhnlich. 


2. Versuchsreihe mit doppelter Enzymmenge. 





Zeit Maltose korr. | Maltose?) k = 104 (a = 1056) 
mg Proz. 

3 46,5 At 840 
15 67,0 63,4 291 
65 74,6 70,6 82 
160 81,1 76,8 40 
370 86,2 81,6 20 
1440 91,2 $64 | 6 


Die Bildung reduzierender Zucker geht also hier noch weiter. 


C. Verlauf der Verzuckerung ohne und mit Komplement. 
(Vorversuche). 
Malzauzug Byk, Alter 4 Tage, nicht dialysiert, 1 cem = 133,6 mg Cu korr.*, 
Temperatur = 37°. In einem Vorversuche wurde gezeigt, daB dieser 
Malzauszug direkt nach der Herstellung in 48 Stunden ohne Komplement 
95,7 Proz. Maltose bildete. — LésungM: 40ccm 2proz. Starkelésung, 
10cem py = 5,3, 29,2ccm H,O, 0,8 ccm Malzauszug. Lésung M + H: 
40cem 2proz. Starkelésung, 10 ccm Py = 5,3, 28,4 ccm H,O, 0,8 ccm 
Malzauszug, 0,8 ccm Hefekomplement. 





mg Cu korr.* Proz. Maltose 
Zeit SESE ECEEE: REE NST a entat e e 

M | M+H M M+H 
os | 178 | 178 | 152 15,2 
% f° Tl | hed oeha 3) ee 
60 820 | 855 | 71 74,3 
120 | 82 85,5 | 71 74,3 

240 90,2 92,2 78,6 80 
360 98,5 99,8 85,7 87,1 
24h . 98,5 101,1 85,7 88,1 


1) Die Aufstellung wurde dem Original wortgetreu entlehnt. Die Prozent- 
berechnung wurde von uns nachgetragen. 
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D. Verlauf der Verzuckerung ohne Komplement, mit Komplement und mit 
gekochtem Komplement (Hauptversuch). 


Malzauszug Byk, Alter 18 Tage, nicht dialysiert, 1 cem = 178,1 mg Cu 

korr.*, Temperatur = 37°'). LésungM: 100cem 2proz. Starkelésung, 

25cem py = 5,3, 73ccem H,O, 2ccm Malzauszug. Liésung M + H: 

100 ccm 2proz. Starkelésung, 25 cem py = 5,3, 71 com H,O, 2 ccm Malz- 

auszug, 2ccm Hefekomplement. Lésung M + Hgek.: 100cem 2proz. 

Starkelésung, 25cem p, = 5,3, 71 cem H,O, 2ccem Malzauszug, 2 ccm 
gekochtes Hefekomplement. 





Jodreaktion || 1 mg Cu korr.* || Proz. Maltose k = 104 (a = 105,6) 

i ae el | i| - . a 2 “a | a | a) 

= | & || ze | =| -|s - | 

7 = Ht - = | | = ms x= 

m= + + |i + + } cal OE i + + 
x | ele te ial 2 1s 


blau blau blau l’ | 34,8) 34,8) 34,8298 29,8 29.8 1538 (1538 1538 

blaBrosa|blaBrosa blaBrosa’ 10 | 64,9) 68,1) 64,955,9 58,755,9 356 | 384 356 
farblos | farblos | farblos 30 | 77,6 77,6 77,667,3 67,2 67,2 161.5 1615 161.5 

— /|/— —_ 60 || 78,9) 80,1 78,9'68,2 69,6/68,.2 85 86,2 85 
vp Eten —_ 120 87,1) 87,1) 87,1/75,8 75,8|75,8 51,3} 61,3) 51,3 
; — -- 240 92,2; 92,2, 92.280 80 |80 29,1; 29,1; 29,1 
a < 480 94,8) 94,8) 94,8824) 824824 15,7) 15,7 15,7 
— — a 24h (100.9 103,0'100,9'88,1 90 '88,1 6,4 6.9 64 
—|jofhlo 48 103,0 105,6 103,090 91,990 | 35 3,8 3,5 
— — | — | 72 ,103,0105,6103,0:90 | 91,990 | 23 25) 23 
—_ —_}j— 96 ||108,1 108,1/108,1/94,7' 94,7/94,7), 2,2 2,2 2,2 
— oo — 8Tage)111,9114,5111,998 100498 | 1,5 1.8 1,5 


E. Verlauf der Verzuckerung mit auf ein Viertel verminderter Fermentmenge 
ohne und mit Komplement. 


Malzauszug Byk, Alter 6 Tage, nicht dialysiert, 1ccm = 133,6mg Cu 
korr.* Temperatur = 37°. Lésung M: 50 ccm 2proz. Starkelésung, 10 ccm 
Py = 5,3, 39,75 cem H,O, 0,25cem Malzauszug. LoésungM + H: 50 ccm 
2proz. Starkelésung, 10cem py = 5,3, 38,75cem H,O, 0,25cem Malz- 
auszug, l1eem Hefekomplement. 








z mg Cu korr.* Proz. Maltose k = 104 (a = 105,6) 
eit as ae 

M | M+H M | M+H M M+H 
2’ 8,1 8,1 7,6 7,6 1715 171,5 
10 | 16,4 16,4 14,2 i 66,5 66,5 
30 ~—s«éO6i1,4 51,4 44.5 44,5 85,2 85,2 

60 59,7 60,9 51,6 52,6 52,5 54 
120 80 80 69,1 69,1 | 425 42,5 

240 81,3 | 82,6 70,6 72 22,1 23 
360 85,1 | 86,1 | je ae a oe 16,2 
24h %6 | 96,6 ee oe” ae 5.6 5,6 
48 99,1 104,3 86,2 | 90,9 3,0 3,6 


1) Wir bemerken, da wir uns in den Fallen der Anwendung redu- 
zierender Malzausziige durch Kontrollversuche mit Puffer gegen die Fehler- 
quelle einer ansteigenden Reduktion sicherten. 
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F. Verlauf der Verzuckerung mit auf ein Zehntel verminderter Fermentmenge 
ohne und mit Komplement; EinfluB des Zehnfachen der angewandten Ferment- 
menge vom Grenzabbau an. 


Malzauszug Byk, Alter 18 Tage, nicht dialysiert, 1 cem = 178,1l mg Cu 
korr.*, Temperatur = 37°. Lésung M,: 100ccm 2proz. Starkelésung, 
25ccm py = 5,3, 74,8ccm H,O, 0,2 ccm Malzauszug. Lésung M + H: 
100 ccm 2proz. Starkelésung, 25 ccm py, = 5,3, 72,8cem H,O, 0,2 ccm 
Malzauszug, 2 ccm Hefekomplement. Lésung M,: 100 ccm 2proz. Starke- 
lésung, 25ccm py = 5,3, 73 ccm H,O, 0, 2cem Malzauszug. 








| | P | eaim || . | e=100 
Jodreaktion i Zeit || Cu 5 | = || (a= 105,6) Cu 2s, | Fo od @= 105,6) 
M, |M+H M, M+H) My MoH My M+H M, M, M, 
blu blu | 10’ | 17,4! 17,4.14,5 14,5'68,9 68,9 Zusatz von 1,8 ccm Malzauszug 
blau | blu | 30 | 30,1) 32 '0.25,6 27.5 42.7 46,5, nach 24 Std. 
rosa rosa | 60 | 44,1 49, 37,9 43,1 34,5 40,8 
farblos | farblos || 120 | 67,0 70,1 57, 8 60, 6 31,2 | 33, ha 
— | — | 240 | 71/5 82,362 |71,517,5 | 221 
—  — | 480 | 842) 86,0729 748 118 12,5 
— | 24> 886 91276780 |44| 48 886 76,7 48 


| 
“ | 48 96,4 97,7,83,8| 85,2 | 2,7 1005 876 | 32 
| 72 |100,1 103,4.87,1) 90 }2 | 23) 107,5 | 938 2.8 
— | 96 |101,4/103,987,6, 909/18 | 18 1075 938 | 21 
— | — | 8 Tg. 107.4 110,3 93,8, 96,6 1,05 13° 110.7 97,1 13 
— | — |e ,, || 99,91104,3/87,1| 909) —| — | 1119 | 98 0,8 


.] 
=) 


(G@ bis I) GroBversuche bei verschiedenen Temperaturen ohne und mit 
Komplement. 
1500 ccm der mit M bezeichneten Lésungen enthielten 50g geléste Starke 
und 50 ccm Malzauszug. 1500 ccm der mit M + H bezeichneten Lésungen 
enthielten 50g lésliche Starke, 50ccm Malzauszug und 50ccm Hefe- 
komplement. 





G. Endverzuckerung bei 18 und 37°. 
Malzauszug Byk, Alter 30 Tage, nicht dialysiert, 1cem = 141,6mg Cu 
korr.*, Temperatur = 18°. 

















mg Cu korr.* Proz. Maltose 
Zeit || i . 
as A. HE: M+H, a aie is tes 
24h | 1035 | 1054 | Ak 91,8 
48 | 107,9 | 1098 | 42 | 96,1 
6 | 104, 4 104, 1 | 90,9 | 90,9 
Malzauszug III, Alter 8 Tage, ausdialysiert, 1 ccm = 0,5 mg Cu korr.* 


sr aera == 37°, 




















i mg Cu eat Lind 8 ‘Bane bedtess 
Zeit | | 
| M | M+H | M | M+H 
| I 
4 6] «€©llO 6|)610 «6|C88 96,1 
96 | 1100 | #110 | 961 96,1 
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H. Verlauf der Verzuckerung bei 45 bis 48°. 


Malzauszug Byk, 
Alter 28 Tage, nicht dialysiert, 1 ccm = 138,6 mg Cu korr.* 





Proz. Maltose k= 106 (a= 105.6) 


] 


M | M+H M | M+H | M M+H 

30’ 81,5 81,5 71,0 71 ; 7m | we 

60 86,0 86,6 74,8 —) & i @ 
120 88,5 91,7 76.7 796 | 6&3 57,4 
240 9,1 | 993 83,3 $2 | 325 35,8 
480 | 98 101,2 || 85,2 89 . et ae 
2b | 1031 | 105 | 899 > ae ee eo 7,6 
48 | 1031 | 10 | 899 919 | 365 3,8 
96 || 105 | 1004 | 919 — ss &F 3,2 
120 | 10 | 1004 | 91,9 95,7 | 1 18 
144 ~«©|| «(210630 «| «1094 S| SC 928 9.7 | Os 16 


I. Verlauf der Verzuckerung bei 58 bis 60°. 


Malzauszug Byk, 
Alter 14 Tage, nicht dialysiert, 1 com = 178,1 mg Cu korr.* 








| mg Cu korr.* Proz. Maltose k = 104 (a = 105,6) 
Zeit =F wanes 7 ‘4 GR | Gites be igcgacitan 
l M M+H M M+H M M+H 
30 =| (664 | 68,7 57,3 59,7 123 131,4 
60 «O68, 1 70,6 ee eS 64 68,3 
120 | ~= = 81,5 84,0 71 12,9 || 45 47,3 
180 | 93,5 93,5 814 | 81,4 | 40,6 40,6 
20 «| 97,3 98,6 848 | 85,7 | 340 35,2 
360 | 99,2 1011 962 | 881 | 21,1 25,6 
48h | 97,3 99,9 as | 7 } = ae 
7 hoses 96 833 | 833 | _ — 








K. Gealterter dialysierter Malzauszug ohne und mit Komplement. 





Malzauszug IT, 
Alter 28 Tage, 1 ccm = 0,5 mg Cu korr.*, Temperatur = 37°. 
me | mg Cu korr® Proz. Maltose 
— ! hf | M+H | M | M+H 
| 

| 89,7 || 56,8 78,6 

| 89,7 | 56,8 78,6 

98,9 } 56,8 86,2 

103,0 | 57,3 89,9 

1030 || 57.3 89,9 





8* 
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L*). Verlauf der Verzuckerung mit Pankreatin ohne und mit Komplement 
bet 37°. 
Zur Herstellung der Fermentlésung wurden 2g Pankreatin 24 Stunden 
mit 100 cem Wasser und Toluol ausgelaugt und filtriert. Lésung P: 50 ccm 
2proz. Starkelésung, 10 ccm py = 5,3, 30ccm H,O, 10ccm Ferment. 
Lésung P+ H: 50ccm 2proz. Starkelésung, 10cem py = 5,3, 29 ecm 
H,O, 10ccm Ferment, 1 ccm Hefekomplement. 














i mg Cu Proz. Maltose k = 104 (a = 105,6) 
Pa, SURE mde ay SLI er ae cect. Tato sll 
P | P+H P P+H P P+H 
5 833 | 833 72,3 72,3 1119 =| «1119 
16 || 859 92,2 74,8 $1 399 | 480 
30 85,9 | 95,4 74,8 83,8 196 | 263.5 
60 86,5 | 1018 75,3 885 | 101 | 187 
120 87,8 10 0=—f || 76,2 96,1 51,8 117,5 
180 2x 541 |2x 501) 94,7 104,2 708 | 1124 
360 2x 541 2x 598 94,7 105, 1 35,4 | ws 


M"). Verlauf der Verzuckerung mit Speichel ohne und mit Komplement bei 37°. 


Der Speichel wurde nach den Angaben von Pringsheim und Gorodisky*) | 
gesammelt. Lésung 8: 50ccm 2proz. Starkelésung, 10ccm py = 5,3, | 
35 com H,O, 5 ccm Speichel. Lésung S + H: 50 ccm 2proz. Starkelésung, 
10 ccm py = 5,38, 34ccm H,O, 5 ccm Speichel, 1 ccm Hefekomplement, 


























| mg Cu Proz. Maltose 
Zeit | ee  ByEeeR ge sa 

| Ss | Ss | s+H|S+H] 8 Be | S+H | S+H 

i | I | 
5 «|| «6776 | 766 | 706 | 71,2 | 67,2 | 663 611] 615 
15 | 795 | 801 | 706 | 712 | 691 | 696 61,1 | 61,5 
| — 86,5 | 73,1 | 760 | — | 75,3 | 634 | 658 
oo | ey — 44) me ER om Pgs | oe 
120 — | 93 | 75 | 763 | — | 736 | 649 | 663 
180 | 922| 992] 75 | 788) 890 | 862 | 649 | 682 
360 || 94,1 | 992 | 83,4 | 1164 | 819 | 862) 724 | 1018 
245 | 96,0 | 1176 | 97,2 | 117 | 834 | 1032 | 843 | 1028 
oe | = — | 64) — | — | — | ois] — 
D | 0s | ims] — | -— | Or | wae) — sel 
4 ed ee Do Ee et ee TE 





1) Diese Versuche wurden von Herrn A. Beiser ausgefiihrt. 
2) Diese Zeitschr. 140, 175, 1923. 
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Die Rolle der Bakterien bei der 
»Milchsiuregirung der Glucose durch Peptone').“ III. 


Von 
Oskar Acklin. 


(Aus dem hygienisch-bakteriologischen Institut der eidgendssischen Tech- 
nischen Hochschule in Ziirich.) 


(Eingegangen am 10. August 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der zweiten Mitteilung?) wurde der Nachweis erbracht, daf 
die von Schlatter am System Pepton-Glucose-NaHCO, beobachteten 
und untersuchten Giarerscheinungen ausschlieBlich auf die Lebens- 
tatigkeit von bestimmten Bakterien, die sich im Pepton vorfinden, 
zurickzufihren sind. Daraus ergibt sich, daB die Bakterien auch 
in quantitativer Hinsicht den Ablauf der Garungen beherrschen 
miissen, wahrend Schlatter in seiner Arbeit?) zu dem Schlu8 kam, 
daB gerade die Gesamtheit der von ihm beobachteten quantitativen 
Abhangigkeiten in der Garung das wichtigste Beweismittel gegen den 
Verdacht einer Bakterienwirkung darstelle. 

In der vorliegenden dritten Mitteilung: ,,Der Gdrverlauf bei regu- 
lierten Bakterienverhdlinissen“ wird gezeigt werden, daB bei gleich- 
bleibenden, aber fiir die wirksamen Bakterien méglichst optimalen 
Konzentrationsverhaltnissen*) im Girsystem der Verlauf der Girungen 
durch die Anzahl der im Giarsystem vorhandenen Bakterien gesetz- 
maBig beherrscht wird. 

Es liegen hierfiir verschiedene Méglichkeiten vor, von denen 
jedoch nur drei beriicksichtigt werden sollen. In erster Linie sei die 
folgende erértert: 

Ausgehend von der Beobachtung5), daB Peptone, die in Petri- 
schalen aufbewahrt worden sind, ihre friihere Garfahigkeit ganz oder 
teilweise eingebiiBt haben, was sich in einer entsprechenden Verainderung 


1) Schlatter, diese Zeitschr. 131, 362, 1922. 

2) Ebendaselbst 141, 70, 1923. 

8) Schlatter, ebendaselbst 181. 379/80, 1922. 

4) Derselbe, ebendaselbst, S. 367. 

5) Mitteilung I und II, ebendaselbst 189, 461 u. 141, 70, 1923. 
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der Peptonbakterienflora auBert, wurde folgende Frage diskutierbar. 
Wenn die Zahl der Bakterien in den Girsystemen der betreffenden 
Peptone fiir den Gareffekt im allgemeinen, und speziell fiir den zeit- 
lichen Verlauf der Garungen von ausschlaggebender Bedeutung ist, 
dann muB8 es méglich sein, den Peptonen aus den Petrischalen ihre 
urspriingliche Giarfahigkeit wieder zu vermitteln') dadurch, daB die 
in den Peptonen vorhandenen Bakterien zur Vermehrung gebracht 
werden. Dies wurde vermittelst vorgangiger Bebriitung der Peptone 
versucht und fiihrte zu dem gewiinschten Erfolg. Wir kommen damit zu 


A. Der Girverlauf bei natiirlicher Regulierung der Bakterien. 

Vorerst sei ein Vorversuch mitgeteilt, der iiber die vorteilhafteste 
Bebriitungszeit der Peptone AufschluB geben soll, d. h. der dasjenige 
Pepton liefert, das den nach Schlatter giinstigsten Garverlauf?) garantiert, 
wobei es hier darauf ankam, neben einer kurzen Inkubationszeit und 
ebensolchen Giardauer einen konstant reproduzierbaren Verlauf der 
Garungen zu erhalten. 

Denn sofern die aus den bisherigen Untersuchungen resultierenden 
Anschauungen tiber die Ursachen der Garerscheinungen im Schlatter- 
schen System richtig sind, so muBte ein bis zu einem bestimmten Punkt 
dosierter Bakteriengehalt die betreffenden Peptone und somit deren 
Garsysteme nicht nur zur Auslésung entsprechend verschiedener Gar- 
effekte veranlassen, sondern mit dieser Dosierung verfiigt ein solches 
System in sich tiber eine gleichmaBig wiederherstellbare Garfahigkeit, 
eine Forderung, der auch Schlatter besondere Bedeutung beigemessen 
hat, ohne daB es ihm gelungeu sein aurfte, sie befriedigend zu erfiillen. 

Es wurden folgende Garversuche mit dem Pepton sicc. cum sale 
, Siegfried“‘-Original und dem Pepton sicc. ,,Witte“‘-Original aus- 
gefiihrt. 

Wie friiher*) beschrieben, wurden mit den Peptonen Io und Vo asep- 
tische Garlésungen zu 10ccm mit je 1 Proz. Glucose-Pepton-NaHCO, 
hergestellt und in Saccharimetern bei 37° bebriitet, wozu die erwahnten, 
vorher bei 37° verschieden lang vorbebriiteten Peptonlésungen verwendet 
wurden. 

Die in der folgenden Tabelle angefiihrte Rubrik: Bebriitungszeit 
des Peptons in Stunden, enthalt die Zeit in Stunden, welche die betreffende 
2proz. Peptonlésung vor ihrer Verwendung zum Garversuch im Brutschrank 
bei 37° gestanden hat. Fiir das Pepton Io wurde auBerdem kontrollweise 
in der entsprechenden Peptonlésung sofort, nach 14 und nach 30 Stunden 
Bebriitung der Bakteriengehalt festgestellt, und die Resultate wurden in 
die Tabelle aufgenommen. 


1) Sofern die hierzu nétigen Bakterien noch vorhanden sind. 
2) Als autokatalytischer Vorgang. 
5) II. Mitteilung, diese Zeitschr. 141, 70, 1923. 
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Bakteriengehalt Bebrutungszeit Beginn Dauer 


‘ : Verlauf 
ro ccm in der des Peptons der Garung der Garung a 
proz. Garlésung in Stunden nach Stunden nach Stunden der Gérung') 


1. Pepton sicc. cum sale , Siegfried“-Original. 


a) 21s 19 2 
2 0 b) 46 31 3 

Pe 12 1 

60 000 14 ae : 
a) 6 12 1 

o 20 b) 6 12 1 

a) 4 ll 1 

ve 24 b) 5 16 1 

a) 4 29 2 

400 000 30 nae ro : 

2. Pepton sicc. ,Witte“-Original. 

re 0 a) 3l 46 2 

b) 37 48 2 

a) 8 14 1 

or 14 b) 9 13 1 

Say 15 ] 

~ 20 b) 8 18 1 

a) 8 31 2 

a 24 b) 6 33 2 

a) 12 ll 1 

os 30 b) 12 ll 1 


Zur weiteren Charakterisierung des Garverlaufs sei noch bemerkt, dab 
beim Pepton Vo in allen Versuchen die bereits*) beschriebene Nachgarung 
beobachtet werden konnte. Ferner konnte ebenfalls, iibereinstimmend 
mit friiheren Angaben*) in bezug auf den auBeren Girverlauf, festgestellt 
werden, daB bei den verschiedenen Giarsystemen nach Ablauf ihrer In- 
kubationszeiten die Garlésungen sich zu triiben beginnen oder die schon 
vorhandene Triibung der Ausgangsgirlésungen sich verstarkt. Die Garung 
lauft unter der besonders fiir das PeptonI charakteristischen Flocken- 
bildung ab. Im iibrigen stimmt auch hier das Aussehen der Garlésungen 
wihrend des Garverlaufs mit dem Wachstum der in Traubenzuckerbouillon 
iiberimpften Flocken aus den Garversuchen iiberein. Es wurde bei diesen 
Versuchen auch kontrollweise festgestellt, da die charakteristischen 
Bakterien ausnahmslos vorhanden sind. 


1) Verlauf der Garung. Die Zahlen bedeuten: 

1 = anfanglich nur Spuren von Gas, dann in relativ kleinen Zeit- 
intervallen Bildung von groBen Volumina, worauf die Garung 
meist unvermittelt abbricht. 

2 = Verlauf wie bei 1, wobei aber das AusmaB der in der Zeiteinheit 
gebildeten Gasvolumina immer kleiner ausfallt als bei 1 und die 
abklingenden Phasen der Garung immer kleinere Gasvolumina 
liefern. 

3 = Verlauf wie bei 2, wobei die entsprechenden Gasvolumina noch 
kleiner sind als dort und es nur zu einer ganz geringen Gas- 
bildung kommt. 

2) I. Mitteilung, diese Zeitschr. 189, 458, 1923. 
3) I. Mitteilung, ebendaselbst, 8. 457. 
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Die Resultate des soeben mitgeteilten Versuches diirften nun fiir die 
beiden Peptonsysteme ergeben, daB deren Gareffekt eine direkte Funktion 
des Bakteriengehaltes ihrer Peptone darstellt, denn der Beginn, die Dauer 
und der Verlauf der beobachteten Garungen lassen sich in weitestgehen- 
dem MaBe durch vorausgehende, verschieden lange Bebriitung desselben 
Peptons innerhalb von bestimmten Grenzen direkt beeinflussen. DaBdiese 
Beeinflussung vorwiegend eine solche des Bakteriengehaltes ist, dirften 
die Natur des angestellten Versuches sowie die dabei festgestellte Ver- 
anderung des Bakteriengehaltes im verwendeten Pepton I dartun. 

Die Versuchsresultate beantworten aber ebenso sicher die eingangs 
gestellte Frage, namlich welcher Bakteriengehalt bzw. welche Bebriitungs- 
zeit fiir ein Pepton nétig ist, damit die Eigenschaften seines Garverlaufes 
am ehesten mit solchen einer autokatalytischen Garung tibereinstimmen. 

Auch die andere eingangs gestellte Frage nach der vorteilhaftesten 
Bebriitungszeit zur Erzielung eines Garsystems mit konstant repro- 
duzierbarem Garverlauf dirfte abgeklart werden, indem wir zur Be- 
wertung der einzelnen Phasen des Versuches tibergehen. 


1. Pepton sicc. cum sale ,,Siegfried‘‘-Original. 

Die erste Phase (0 Stunden) des Systems, worin zu Beginn der Be- 
briitung etwa fiinfmal zwei Bakterien vorhanden sind, braucht einmal 
21 Stunden, bis sich dieBakterien so weit vermehrt haben, daB sie in 19 Stun- 
den etwa 0,1 g Glucose in Saure zerlegt haben. Der Garverlauf diirfte 
diese langsame Vermehrung deutlich zum Ausdruck bringen durch die 
relativ kleinen Gasvolumina, die er zeitigt. Es muBte vorerst eine An- 
reicherung der Bakterien im Garsystem selbst erfolgen, bevor dieselben in 
der Lage waren, die zur Stérung des Gleichgewichtes nétige Saure-(p,,)- 
Konzentration zu bilden. Da8 demgema8 diese Phase kein konstant repro- 
duzierbares Garsystem liefern konnte, diirfte begreiflich erscheinen, indem 
der niedrige anfaingliche Bakteriengehalt die allergréBten Schwankungen 
erzeugt, was die beiden Parallelversuche deutlich erkennen lassen. Diese 
Schwankungen lassen das System nach einer 46stiindigen Inkubationszeit 
und einer 39 Stunden dauernden Garung nahezu intakt, indem nur ganz 
wenig CO, gebildet wird. 

In der zweiten Phase des Systems (14 Stunden) tritt schon nach 7- bis 
8stiindiger Inkubation Garung auf, welche 12 bis 13 Stunden dauert. 
Als Ursache dieser sprungartigen Verinderungen gegeniiber der Phase von 
0 Stunden mu8 das primar stark mit Bakterien angereicherte Pepton bzw. 
die verwendete Lésung angesprochen werden. Denn bereits zu Beginn der 
Garung sind etwa fiinfmal 60000 Bakterien im Garsystem vorhanden. 
Diese zeitigen nach entsprechend kurzer Inkubationszeit infolge der sich 
nun rasch stark vergréBernden Bakterienzahl eine relativ kurze Gardauer. 
Anfanglich wird nur wenig Gas gebildet, bald aber verstarkt sich die Gas- 
produktion, und in kurzen Intervallen wird ein Maximum an CO, produziert. 
Von hier ab beginnt die Giarung, rasch und unvermittelt abzubrechen. 

Ahnlich gestaltet sich der Garverlauf in der dritten und vierten Phase 
(20- und 24stiindige Bebriitung des Peptons). Die Inkubationszeit ist 
noch kiirzer geworden (nur noch 4 bis 5 Stunden), wahrend die Dauer der 
Garung ungefihr dieselbe bleibt oder teilweise sogar etwas verlangert 
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erscheint. Der Garverlauf selbst ist ahnlich dem der zweiten Phase — 
rasche Bildung eines Gasmaximums und hernach unvermittelter Abbruch 
der Garung. — Endlich zeitigt die fiinfte Bebriitungsphase (30 Stunden) ein 
Garsystem mit einem anfinglichen Gehalt von fiinfmal 400000 Bakterien. 
Die Inkubationszeit dieses Systems betraigt nur noch 4 Stunden, wahrend 
die Dauer der Garung sich auf 29 Stunden ausdehnt. Der nahere Verlauf der 
Garung ist dementsprechend auch ein etwas gehemmter, d. h. es werden ahnlich 
der ersten Bebriitungssphase in der Zeit relativ geringe Gasvolumina gebildet. 


2. Pepton sicc. ,,Witte’-Original. 

Im wesentlichen diirften hier dieselben Verhaltnisse vorliegen, wie soleche 
soeben konstatiert worden sind, und der Versuch in globo diirfte fiir die 
beiden Peptone — und wohl auch allgemein — ergeben haben, da8 zwischen 
der zweiten und der vierten Phase, d. h. bei einer 14- bis 24stiindigen Vor- 
bebriitung der 2proz. Peptonlésungen deren Giarsysteme Pepton-Glucose- 
NaHCO, den eingangs an sie gestellten Anforderungen entsprechen diirften. 

Es mag hier noch festgestellt werden, daB der unausgeglichene Gareffekt 
der ersten Phase durch ein Minus, durch eine zu geringe, stark variierende 
Anzahl von spezifisch wirksamen Bakterien bedingt sein mu, wahrend 
in der letzten Phase (30 Stunden) zufolge der zweifellos stark verschlechterten 
Lebensbedingungen (Nahrstoffmangel u. a.) eine merklich ungiinstige 
Beeinflussung der Garkraft zu beobachten ist. 

Es erschien nunmehr wesentlich, zu zeigen, da8 der Effekt der ver- 
schiedenen Garsysteme und deren quantitative Veranderung von der Anzahl 
der in den Systemen vorhandenen vermehrungsfahigen Bakterien abhingig 
und da8 es méglich ist, diese Veranderungen durch natiirliche Vermehrung 
der Peptonbakterien zu beeinflussen. Dies mégen die beiden folgenden 
Versuchsreihen nachweisen. 

I. Mit den verschiedenen Peptonen, vorwiegend aus den Petrischalen 
stammend, wurden fiir jedes Pepton je zwei Saccharimeter mit einer Gar- 
lésung bestehend aus je | Proz. Pepton-Glucose-NaHCO, gefiillt, bei 37° 
bebriitet und die Gasproduktion nach 14, 20, 38, 60 und 100 Stunden in 
Teilen des méglichen Volumens festgestellt. 

II. Mit denselben Peptonen wie unter I, nachdem sie 15 bis 20 Stunden 
bei 37° vorbebriitet worden waren, wurde in gleicher Weise die Gasproduktion 
dieser Systeme von je 1 Proz. Pepton-Glucose-NaHCO, nach 14, 20, 38, 
60 und 100 Stunden quantitativ festgestellt. 

In der folgenden Tabelle ist der Verlauf der Garungen in den beiden 
Versuchen qualitativ aufgezeichnet. 





Versuch I. Nach Stunden. Versuch II. 

14 20 38 60 100 14 20 38 60 100 

Pepton ee GY ees peer gars ‘ a oe Pepton (ey eee y a 4 
bia, bia; bia; bial b alibialbiaj; bia; bialsb 

To, +'+ +/+ > «x x) x x | xix To, |} | >< || <] >< |} <>< |] <] >< || <] >< 
To || —j— || +) ++ | ++ ++ To!) ++ | +/+) +)x || +)x | x} x 
1, —— |——  ——  —-— | —— Ij—— +/+ ++ xx x|x 
IV |} ——|—— | —— | —— IV i te ci i+ | xl x 
Vi——)—— tt tit tit Vit4+i+i4+!}+i+« x) xix 
VI}—— —— ——-— -—--—- -— Vij —— | —— |): — —- | — — | — 
VIt |i —|— |i —— | | ti ti VT tit ti tit) xix) x) x 
VIII | —— |} —— ; —— _ —— , ——}] Vin —— . —— —— —— —— 





+ = Garung. — = keine Garung. xX = Abbruch der Garung 
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Bereits obige qualitative Daten zeigen deutlich die Verschiebungen, 
welche die verschiedenen Girsysteme in ihrer Giarfihigkeit durch die 
Verinderung des Bakteriengehaltes erleiden. Uber das Ausmaf dieser 
Verschiebungen werden wir aber erst durch die nachfolgenden quanti- 
tativen Angaben aufgekliart. 


I. Unbebriitetes Pepton. II. Bebriitetes Pepton. 
Gebildetes CO, in Volumteilen des médglichen Gases. 


























: ee Be ee ee diets OF: eh Ge BE 
43) co, | co, |$a/ co | co |3ai co, | Go 
Sie| bis |b] fe] oi es |b | Mojo] oe | 
Pepton lo, Pepton Io Pepton I 

1 —|-|-|- 4] —|—| = ms ee Ey 
es mea os ” 16 —/ — | 3] -—|-) 42) zo 
6 Bah oS Ze | 3 se io | io ib — | 38] —~|—| 3 i 
a} —|—145) 4] w) 81 3] — | - fl -|—| — | - 
| } 1; 
71—|—| a0 | 10 100) 9 | 70 ae 
ws ap | is 3 
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“gis | | dt | ea 
Pepton IV Pepton V Pepton VII 
— —| = Mas fee os —/ 10 10 ae: a —| 40 | zo 
I 1. | 
Tote dedclalet ted tase 
vad ft Gang Faas az i, 10 | 10, 10 10 38) — —| 70 | i 
w|-|-|-|-]of 3] 3 = era 
PTT | belaish | pelai-l-|- 
: = Spuren von Gas. 


Die gefundenen Zahlen sprechen fiir sich. Es dirfte nunmehr 
endgiiltig nachgewiesen sein, daB der quantitative Ablauf (Inkubations- 
zeit, Gardauer und die in der Zeiteinheit gebildeten Gasmengen) in 
gesetzmaBiger Weise von der in diesen Systemen vorhandenen Bakterien- 
zahl bestimmt wird. 
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Der Einwand, als ob Verinderungen in der inneren Struktur des 
Garsystems Glucose-Pepton-NaHCO, die gefundenen Versuchsergeb- 
nisse beeinfluBt haben kénnten, diirfte dahinfallen, auch wenn die 
Verinderungen, welche durch das Bakterienwachstum in den Pepton- 
lésungen bedingt sind, nicht auBer acht gelassen werden. Es konnte 
daher als einzig variierender Faktor nur der verschiedene Bakterien- 
gehalt in Frage stehen. Diese Feststellung diirfte eindeutig belegt sein 
einerseits durch die erfolgte Wiederherstellung der Giarfihigkeit bei 
den Peptonen I, IV und VII und der dauernden Wirkungslosigkeit 
der Peptone VI und VIII, andererseits durch die gesetzmaBige Steigerung 
der teilweise verminderten, teilweise sogar ganz verloren gegangenen 
Garfahigkeit des Peptons sicc. cum sale ,,Siegfried“. 

Trotzdem lassen die bisherigen Versuche die Reproduktion eines 
absolut konstanten Giareffektes vermissen, indem z. B. die Versuche 
der letzten Reihe den frither beobachteten Gareffekt bei den betreffenden 
Versuchen mit einer Inkubationszeit von 7 und weniger Stunden nirgends 
mehr auszuweisen haben. Um derartige Versuchsbedingungen zu 
schaffen, miissen die absoluten Zahlen der wirksamen Bakterien be- 
stimmt werden. Diese Zahlen werden zweckmiaBig in den Beimpfungs- 
versuchen ermittelt, d. h. es wird versucht, in einem sterilen Glucose- 
Pepton-NaHCO,-System durch Ubertragen bekannter und abgestufter 
Bakterienmengen — z. B. aus dem Pepton Io — den gewiinschten 
Giareffekt zu erzielen. 

Damit wiirde dann auch erst vom bakteriologischen Standpunkt 
aus der endgiiltige Beweis fiir den bakteriellen Charakter der Garungen 
erbracht sein, und wir kommen damit zu 


B. Der Giarverlauf bei kiinstlicher Regulierung der Bakterienverhiltnisse. 

Die Versuche, wie sie oben angedeutet sind, wurden wie folgt ausgefiihrt : 
Eine 5proz., aseptisch hergestellte wasserige Lésung des Peptons Io, wurde 
wahrend 15 Stunden bei 37° bebriitet und hierauf zur gleichmaBigen Ver- 
teilung der Bakterien unter Wahrung der Asepsis durch Watte filtriert. 
In dieser Aufschwemmung wurde der Bakteriengehalt mit Hilfe des Platten- 
verfahrens auf Traubenzuckeragar bestimmt, und es wurde gefunden, da8 
er 2500000 pro Kubikzentimeter betrug, worunter 400 Bazillen waren. 

Nunmehr wurden die sterilen Garsysteme zu je 1 Proz. Pepton-Glucose- 
NaHCO, wie folgt hergestellt: Die 2proz. Lésungen der Peptone I, IV, 
V, VI, VII und VIII wurden wihrend 10 Minuten bei 108° im Autoklav 
gehalten!). Von diesen Lésungen wurde je 1 ecm in 5 cem Traubenzucker- 
bouillon bei 37° wahrend dreimal 24 Stunden auf Sterilitat gepriift. Die 
Peptonlésungen erwiesen sich alle als steril. Diese sterilen Lésungen wurden 
mit den unten angegebenen Bakterienmengen in der gleichen Weise beimpft, 
so da8 nach Herstellung der lproz. Pepton-Glucose-NaHCOQ,-Systeme in 


1) Zweifellos muBte eine derartige Behandlungweise die verschiedenen 
Peptone ganz verschieden beeinflussen. Welcher Art diese Beeinflussung und 
welches ihre Bedeutung fiir den Ablauf der Garungen ist, wurde fiir sich 
untersucht, und es wird in einer spiateren Mitteilung dariiber berichtet werden. 
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den Saccharimetern & 10ccm Garfliissigkeit die entsprechende Anzahl 
lebender Bakterien enthalten war. Die Bebriitung erfolgte bei 37°, wobei 
die folgenden, in Teilen des méglichen Gasvolumens ausgedriickten Resultate 
ermittelt worden sind. 


Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CQ,. 
1. Pepton sice. cum sale ,,Siegfried“. 





Bakterien pro 10 ccm Garfliissigkeit 
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Die Zahlenwerte bedeaten Volumteile CO,. 
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Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO,. 
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Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO,. 
6. Pepton ex albumine. 
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Aus den mitgeteilten Versuchen diirften sich folgende Tatsachen 
ergeben : 

1. Der von Schlatter als autokatalytische Reaktion beschriebene 
Gareffekt kann durch Verimpfen von Bakterien aus Pepton Io in den 
anderen Peptonsystemen vollkommen reproduziert werden. 

2. Die Inkubationszeit, die Dauer und der quantitative Verlauf 
der Girung werden in allen Peptonsystemen ausnahmslos durch die 
Anzahl der darin vorhandenen lebenden Bakterien bestimmt. 

3. Der Ablauf der Girungen ist fiir alle Peptonsysteme insofern 
ein gleichartiger, als bei relativ geringem Bakteriengehalt eine ent- 
sprechend lange Inkubationszeit und ebensolche Giardauer festzustellen 
ist, waihrend die CO,-Produktion trotzdem selten ihr Maximum er- 
reicht. (Bei den Peptonen V und VI verursachten 25000 Bakterien 
pro 10 ccm Garfliissigkeit innerhalb 40 Stunden tiberhaupt keine Garung.) 
Bei einem fiinfmal gréBeren Bakteriengehalt ist eine deutliche Ver- 
kiirzung der Inkubationszeit und ebenso der Gardauer zu beobachten, 
wihrend die CO,-Produktion dabei meistens ihr Maximum erreicht. 
Bei einem noch hoéheren Bakteriengehalt kann eine noch kirzere In- 
kubationszeit und entsprechend kiirzere Dauer der Garung festgestellt 
werden, wobei groBtenteils auch die maximale Gasmenge gebildet wird. 
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Die graphischen Darstellungen (Abb. 1) veranschaulichen diese 
Verhiltnisse deutlich. Es diirfte unverkennbar sein, daB die ent- 
sprechenden Kurven fiir den Giarverlauf eines jeden Peptonsystems 
bei niederem Bakteriengehalt mehr oder weniger flach verlaufen und 
in dem Sinne ihre urspriingliche Richtung nur fiir kurze Strecken 
beibehalten, als sie gegen das Ende hin bei den verschiedenen Gar- 
systemen mehr oder weniger nach rechts abbiegen. Die Kurven fiir 
den héheren Bakteriengehalt setzen dann auch steiler an, verlaufen 
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Abb. 1. 
ebenso, und die Abbiegungen nach rechts zeigen ein geringeres AusmaB. 
Fir den noch héheren Bakteriengehalt endlich fallen die entsprechenden 
Kurven noch steiler aus. Sie entspringen haufig anscheinend ganz 
unvermittelt der Abszisse, um fast senkrecht dariiber ebenso unver- 
mittelt abzubrechen. 

Es dirfte somit durch diese Eigenschaften des Girverlaufes fest- 
gestellt sein, daB der von Schlatter beobachtete Gareffekt in den ver- 
schiedenen Peptonsystemen in seinen Hauptziigen identisch ist und 
in gesetzmaBiger Weise durch die Zahl der wirksamen Bakterien be- 
stimmt wird. 

Andererseits ergibt sich aus dem Verlauf der Kurven (Abb. 1), 
da8 die Einzelheiten des Giarverlaufes der verschiedenen Pepton- 
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systeme keineswegs untereinander iibereinstimmen. Es liegen hier 
teilweise derartige Verschiedenheiten vor, daB eine Vergleichung der 
Giarwerte der verschiedenen Peptonsysteme als aussichtslos erscheint. 
Um demnach einen Vergleich der Schlatterschen Girwerte!) mit den 
unserigen vornehmen zu kénnen, wurde der Girverlauf des Peptons 
sicc. cum sale ,,Siegfried‘‘ eingehender verfolgt und in der Abb. 2 
graphisch dargestellt. Es geht auch aus dieser Darstellung ohne weiteres 
hervor, daB bei Zunahme des Bakteriengehaltes die Inkubationszeit 
und die Girdauer abgekiirzt erscheinen?). Vor allem aber zeigt das 
stetig steilere Ansteigen der verschiedenen Kurven, sowie deren mit 
steigendem Bakteriengehalt immer friiherer Beginn, wie die Anzahl 


Pepton sicc. cum sale ,Siegfried*. 
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der primar in den Systemen vorhandenen Bakterien auf den Verlauf 
der Garung einwirkt. Das System mit dem anfanglich geringen Bak- 
teriengehalt mu8 in einer relativ langen Inkubationszeit die Zahl der 
wirksamen Bakterien so weit erhéhen, da deren Lebenstitigkeit 
geniigend Fermente*) produziert, die einen sichtbaren Gireffekt aus- 
losen. Im weiteren Girverlauf diirfte sich die Fermentproduktion 
in einem bestimmten, direkten Verhaltnis mit der Bakterienvermehrung 
vergréBern, um, so langsam ansteigend, teilweise erst nach 40stiindiger 
Tatigkeit zum Stillstand zu gelangen, wobei dann der gréBte Teil 
des méglichen Gases gebildet wird. Die Kurve IV, das Giirsystem 
mit 1250000 Bakterien, zeigt einen Garverlauf, wie er eben beschrieben 
wurde, nur daf hier die einzelnen Etappen in gedringter Weise auf- 
einander folgen. Die Kurve III (Giarsystem mit 2500000 Bakterien) 
zeigt bereits in ihrem charakteristisch steilen- Verlauf den Typus einer 
Schlatterschen Garkurve mit 5 Proz. Pepton, waihrend die Kurve II 


1) Schlatter, diese Zeitschr. 131, 369 (Tabelle V), 1922. 

2) Diese Beobachtung stimmt trotz der gegenteiligen Feststellung 
Schlatters auf Seite 370, Mitte seiner Arbeit, gut mit seinen gefundenen 
Zahlenwerten tiberein, indem diese in seinen Versuchen mit erhéhten Pepton- 
konzentrationen keine verlangerte, sondern eine verkiirzte Gardauer ergeben. 

3) Worunter auch die sogenannten reinen Stoffwechselerscheinungen 
(echte Garung) einbezogen werden. 


Biochemische Zeitschrift Band 142. 9 
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(das Garsystem mit 5000000 Bakterien) dem Garverlauf eines 10proz. 
Peptonsystems am niachsten kommen dirfte. Die Kurve I scheint 
den bisher beobachteten gesetzmaBigen Verlauf zu verlassen, indem 
sie trotz der weiterhin erhéhten Bakterienzahl des entsprechenden 
Girsystems wiederum etwas flacher verliuft. Sie deutet ferner eine 
relativ lingere Gardauer und geringere Gasproduktion an. (81 Teile 
des méglichen Volumens.) Allerdings ist hier die kirzeste Inkubations- 
zeit zu beobachten, die je erreicht worden ist (3 Stunden). 


Der ,,regellose“‘ Verlauf der Kurve I dirfte ungeachtet des fiir 
Bakterienvermehrung charakteristischen Verlaufes der anderen Kurve 
besonders dartun, daB wir es hier mit der Wirkung eines Ferments 
zu tun haben, das an einen lebenden Organismus gebunden ist. Denn 
mit der Bakterienzahl von etwa 7000000 pro 10 ccm Girfliissigkeit 
diirfte eine derartig groBe Menge des Ferments in das Girsystem ge- 
bracht worden sein, da dessen charakteristische Eigenschaften sofort 
(nach 3 Stunden) zur Auswirkung gelangten. Die Auswirkung der 
nunmehr eintretenden Fermentproduktion muBte auBerst rasch das 
Garsystem in seinen bisherigen chemisch-physikalischen Eigenschaften 
verindern), insbesondere, da die VergréBerung der Fermentmengen 
an eine rapide Vermehrung der Bakterien gebunden war. Es muften 
die stetig sich verschlechternden Lebens- und Wachstumsbedingungen 
(z. B. pa-Werte) die ungehemmte Vermehrung der Bakterien sukzessive 
einschrianken und schlieBlich sistieren, so daB der Garverlauf in einer 
,gefalschten Form“ in Erscheinung treten muBte. Diese ,,gefilschte 
Form“ des Garverlaufes diirfte denn auch bei einer wirklich zellfreien 
Garung nicht zu beobachten sein. 


Wir kénnen somit feststellen, da8 es uns gelungen ist, im sterilen, 
1 proz. Schlatterschen Girsystem des Pepton sicc. cum sale ,,Siegfried“ 
vermittelst Verimpfung von 5000000 Bakterien aus dem genannten 
Pepton einen Giarverlauf (Abb. 2, Kurven III und IV) zu erzeugen, 
der dem von Schlatter beobachteten am nichsten kommen diirfte. 


Was nun die Schlatterschen Kurven mit ausgeprigt autokata- 
lytischem Charakter anbetrifft, sind wir der Ansicht, da8 Schlatter, 
bei weniger subjektiver Einstellung und bei Beriicksichtigung eines 
zahireicheren Tatsachenmaterials, neben den ,,autokatalytischen“ auch 
die Kurven von zellulir-fermentativen Garungen beobachtet haben wiirde. 

Es diirfte sich nun noch die Frage nach den Ursachen der friither 
konstatierten Verschiedenheiten im Géarverlauf der untersuchten 
Peptone erheben, um so mehr, als diese Verschiedenheiten, wie eben 


1) DaB die py-Werte trotz der NaHCO,-Pufferung relativ rasch und 
stark sinken, wird im Verlauf dieser Mitteilung noch gezeigt werden. 
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gezeigt worden ist, die groBe Linie im Garverlauf aller Peptonsysteme 
nicht beeinflussen, wohingegen Schlatter ihnen eine ausschlaggebende 
Bedeutung beilegt'). 

Nach den bisher gewonnenen Anschauungen iiber das Wesen der 
Garungen und aus den hier vorhandenen Versuchsbedingungen diirften 
fir die erwihnten Verschiedenheiten die Eigenschaften der betreffenden 
Peptonsysteme bzw. der Peptone verantwortlich zu machen sein. 


Trotzdem es vom biochemischen Gesichtspunkte aus zweifellos 
interessant gewesen ware, tiber die chemischen und chemisch-physi- 
kalischen Eigenschaften der fraglichen Peptone und deren Einflu8 
auf die LebensiuBerungen ihrer Bakterien naher unterrichtet zu sein, 
muBten wir auf eingehendere Untersuchungen hieriiber verzichten, 
um so mehr, als die Untersuchungen von Schlatter?) iiber den Stickstoff 
bzw. den Aminosiuregehalt und den Gehalt der verschiedenen Peptone 
an Phosphorsaure hier sicherlich einigen AufschluB geben sollten. 


Als Stickstoffquelle fiir die Bakterien kommen allgemein und vor 
allem die Aminosdiuren bzw. deren Verkettungen in Form der Peptide 
in Frage. Es kénnte demnach der Gehalt eines Peptons an Polypeptiden 
und an bestimmten héheren Aminosauren fiir seine Verschiedenheiten 
im Verhalten seines Giarsystems verantwortlich gemacht werden. 
Vergleichen wir daraufhin den Giarverlauf unserer verschiedenen 
Peptonsysteme (Abb. 1) mit den von Schlatter mitgeteilten Werten 
fir den Peptidstickstoffgehalt der betreffenden Peptone, so scheinen 
uns leider hier keine verwendbaren direkten Zusammenhinge vorzu- 
liegen. Solche ergeben sich auch nicht aus seiner quantitativen Unter- 
suchung iiber die ,,Hydrolyse oder Autolyse‘‘*), wo er feststellt, daB 
wahrend der Girung, und nur dann, der Aminosiuregehalt eine Ver- 
doppelung oder Verdreifachung erfahrt. Wenn Schlatter daraus den 
an sich richtigen SchluB zieht, daB es scheine, als ob dieser Vorgang 
mit der Girung in einer notwendigen Weise verflochten oder gekoppelt 
sei, so beweist diese Feststellung nichts weiteres als die Wirksamkeit 
eines proteolytischen Ferments und gewihrt hier einen Einblick in 
die spezifisch bakterielle Natur des Garungsvorganges. Schlatter scheint 
solchen eventuellen Beziehungen auch keine besondere Beachtung zu 
schenken*), wohingegen er der Phosphorsiure®) hier wesentlich mehr 
Bedeutung beimiBt. Daneben beriicksichtigt Schlatter auch den Tempe- 
ratureinfluB‘), die reinen Aminosiuren und das Natriumbicarbonat 


1) Schlatter, diese Zeitschr. 181, 375/378, 1922. 

2) Derselbe, ebendaselbst, S. 377 (Tabelle VIIT). 

3) Derselbe, ebendaselbst, 8. 374/375. 

4) Derselbe, ebendaselbst, 8. 380. 

5) Derselbe, ebendaselbst, S. 376/377 (Tabelle VIIT). 
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bzw. das Natriumacetat als Puffer!) in ihren méglichen Einfliissen 
auf den Verlauf der Girung. Es diirfte angebracht sein, den Wirkungs- 
bereich dieser Faktoren etwas naiher zu untersuchen. Es soll dies aber 
weniger dazu dienen, die Beweise gegen die Schlattersche Anschauung 
tiber die Garungsursachen noch weiterhin zu vermehren, sondern vor 
allem um darzulegen, wie irrefiihrend Untersuchungen da werden 
kénnen, wo speziell die Wirkungsweise von Bakterien nicht ausge- 
schlossen ist, wenn deren Ergebnisse eklektisch aus einem zusammen- 
hangenden Ursachenkomplex herausgenommen und zur Fiihrung eines 
spezifischen Beweises verwendet werden. 


Wir gelangen damit zur Untersuchung iiber 


C. Der Girverlauf bei veriinderten Lebensbedingungen der Bakterien. 


Schlatter hat, wie bereits angefiihrt, die verschiedenen Peptone 
unter anderem auch auf ihren Phosphorsaiuregehalt (P,O0;) untersucht 
und gefunden, dafi§ seine Peptone ganz verschiedene Mengen davon 
enthielten. Er fand Spuren (Pepton sine sale ,,Merck”), 0,07 Proz. 
(Pepton ,, Witte‘), 0,46 Proz. (Pepton ex albumine ,,Merck*“‘), 0,63 Proz. 
(Pepton e carne ,,Merck“‘) und 1,75 Proz. (Pepton ,,Siegfried“‘). Ferner 
weist er auf die Bedeutung hin, die den Phosphaten bei der Zymase- 
girung und im Stoffwechsel des Muskels zukommt. Da er gleichzeitig 
eine verschiedene Wirksamkeit der genannten Peptone bei den Gir- 
vorgangen beobachtete, und zwar so, daB das Pepton ,,Siegfried“ 
mit dem gréBten Phosphorsiuregehalt den charakteristischsten und 
ausgiebigsten Gireffekt zeitigte, waihrend die anderen Peptone mit 
ihrem geringeren Gehalt an Phosphorsiure einen verminderten bis 
keinen Gareffekt aufwiesen, sah Schlatter in diesen Verschiedenheiten 
des Phosphorséuregehaltes eine direkte Ursache fiir das verschiedene 
Verhalten der Peptone bei den Garungen. Er kam daher auf Grund 
der zum Teil geringfiigigen Differenzen im Phosphorsiuregehalt dazu, 
die Peptone in ,,wirksame“ und ,,unwirksame“ einzuteilen. Er suchte 
nun auch die ,,unwirksamen“ Peptone durch Zusatz von abgestuften 
Mengen Dinatriumphosphat!) in die ,,wirksamen“ tiberzufiihren. Es 
gelang dies aber nicht, und er erklart das MiBlingen mit dem Hinweis 
darauf, daB beim Pepton ,,Witte“, welches er hierzu verwendet hat, 
eine Flockung durch das Phosphorsiureion eingetreten, wodurch die 
Garung verhindert worden sei*). Schlatter glaubt dann noch, eine 
organische Bindung der Phosphorsiure im Pepton als méglich erscheinen 
lassen zu miissen?). 


1) Schlatter, diese Zeitschr. 181, 375, 1922. 
2) Derselbe, ebendaselbst, S. 378. 
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Die folgenden Versuche mégen an den Systemen der Peptone 
sicc. cum sale ,,Siegfried“ und ,,Witte‘ die Bedeutung der Phosphor- 
siure fiir den Giarverlauf abkliren. 

Die Giarsysteme stellen aseptisch hergestellte Garlésungen, enthaltend 
je 1 Proz. Pepton-Glucose-Na HCO, dar und sind & 10 ccm in Saccharimetern 
abgefiillt bei 37° beobachtet worden. Sie enthalten auBerdem die ent- 
sprechenden Zusatze von sterilem Di- und Mononatriumphosphat zu gleichen 
Teilen. Die verwendeten 2proz. Peptonlésungen wurden vor ihrer Ver- 
wendung wahrend etwa 15 bis 20 Stunden bei 37° bebriitet. 

Es wurden je zwei Parallelversuchsreihen und entsprechende Kontrollen 
(K) ohne Phosphatzusatz angesetzt. 

Die py-Werte wurden mit den Indikatoren von Clark und Lubs und 
nach der Indikatorenmethode von Sérensen-Clark bestimmt’). 


1. Pepton sicc. cum sale ,,Siegfried‘*- Original. 
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1) W. M. Clark, The Determination of Hydrogen Ions. Second Edition, 
Baltimore 1922. 
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1. Pepton sicc. cum sale ,, Siegfried‘‘-Original. 
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Aus den obigen Versuchen diirfte sich ergeben, daB die Phosphor- 
saure in weiten Grenzen die Garung nicht verhindert. Im Gegenteil, 


es beweisen die gefundenen Resultate, da fiir das phosphatarme 
System, ausgesprochen beim Pepton ,,Witte‘‘, ein Phosphorsiure- 
zusatz von 0,01 bis 0,2 Proz. gleichmaBig das Ausmaf des Stoffumsatzes 
in der Garung in gleichen Zeiten etwa um das Doppelte steigert. Fiir 
die Hemmungen, welche aber erst bei einer Phosphorsiure von 0,5 Proz. 
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beobachtet werden kénnen, diirfte lediglich die durch den Phosphor- 
siurezusatz verinderte H-Konzentration in Frage kommen. Dies 
dirfte durch die im Garverlauf des Peptons lo beobachteten py-Werte 
belegt werden. 

Fiir das Pepton sicc. cum sale ,,Siegfried‘‘ scheint der Zusatz 
von Phosphaten aktiv (chemisch) keinen wesentlichen EinfluB auf den 
Giarverlauf, d. h. auf die Lebensbedingungen seiner wirksamen Bakterien 
zu haben. Die anfianglichen py-Grenzwerte hingegen scheinen gegen 
die saure Phase hin bei 7,0 bis 6,8 zu liegen, indem beim Ansteigen 
derselben gegen die alkalische Phase eine deutliche Hemmung des 
zeitlichen Umsatzes der Gairung wahrzunehmen ist. 

Im Pepton ,,Witte‘ scheint die Phosphorsiure aktiv im Garverlauf 
und somit am Stoffwechsel seiner Bakterien beteiligt zu sein. Denn 
bei den zu Beginn gleichen py-Werten, wie beim Pepton Io, erscheint 
hier bei verschiedenem Phosphorsiurezusatz vor allem der stoffliche 
Umsatz auffallig, aber gleichmaBig erhdht. Der von Haus aus ver- 
schiedene Phosphorsiuregehalt der beiden Peptone diirfte fiir dieses 
Verhalten eine Erklarung geben). 

Die Frage nach der Bedeutung des Temperatureinflusses kann 
nunmehr vorwiegend als eine bakteriologische betrachtet werden, 
handelt es sich doch um die Feststellung der Minimal-, Optimal- 
und Maximaltemperaturen fiir die betreffenden Bakterien. Es miiBten 
danach diese Feststellungen an den verschiedenen Bakterienstimmen 
der verschiedenen Peptone bzw. deren Giirsystemen vorgenommen 
werden. Da aber solche Untersuchungen in dem vorliegenden Fragen- 
komplex von untergeordneter Bedeutung sind, wurde ihnen hier auch 
keine weitere Beachtung mehr geschenkt. 

Ahnlich liegen die Verhiltnisse in bezug auf die Aminosiuren. 
Es wurden daher diese Kérper bzw. deren Bedeutung fiir den Gir- 
verlauf nur ganz kurz in folgenden Versuchen beriicksichtigt. Diese 
sollten vor allem AufschluB geben, ob einfache Aminosiuren zur Aus- 
lésung des Gireffektes, d. h. zur Bilanzierung des N-Haushaltes der 
Bakterien des Girsystems von Pepton sice. cum sale ,,Siegfried“‘ geniigen. 


s 


Es wurden hierzu sterile Garlésungen in Saccharimetern & 10 cem an- 
gesetzt und bei 37° bebriitet. Diese enthielten je 1 Proz. Glucose-Aminosaure 
und NaHCO, und wurden je mit Reinkulturen des Kokkenstammes Nr. 2b 
des Bazillenstammes Nr. 2a?) und Mischungen beider Stiimme a) im Ver- 
hialtnis wie solche im Pepton I vorliegen*) und b) im Verhiltnis 1: 1 beimpft. 


1) Die Méglichkeit einer organischen Bindung der Peptonphosphorsiaure, 
sowie deren ausflockende Eigenschaften diirften unter Beriicksichtigung der 
friiher bereits beim Pepton ,,Witte‘‘ beschriebenen flockigen Lésungen 
nunmehr als geniigend abgeklart erscheinen. 

2) Siehe II. Mitteilung, diese Zeitschr. 141, 70, 1923. 

3) Siehe diese Mitteilung. 
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An Aminosauren standen uns Glykokoll und Asparagin zur Verfiigung, 
welche in Traubenzuckerbouillon bei 37° gepriift und als steril befunden 
wurden. 





Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile COQ,. 
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Von den beiden Bakterienstémmen kann somit der Kokkenstamm 
auch nach achttigiger Bebriitung weder mit Glykokoll noch mit 
Asparagin sein Stickstoffbediirfnis befriedigen ; es konnte kein Wachstum 
und somit auch keine Siure- bzw. Gasproduktion festgestellt werden. 
Auch der Bazillenstamm verhialt sich in bezug auf das Glykokoll wie 
der Kokkenstamm. Dagegen geniigt ihm, wenn auch unter starker 
Hemmung, Asparagin als Stickstoffquelle zur Vermehrung und Siure- 
bzw. Gasbildung. 

Ob die beiden Bakterienstimme, wie sie im Pepton I vorliegen, 
tatsichlich das Asparagin gemeinsam leichter angreifen und in ihren 
Stoffwechsel einbeziehen kénnen (s. Mischung a), als dies der Bazillen- 
stamm allein tut, ist aus den, wenn auch etwas giinstigeren Versuchs- 
ergebnissen fiir die Bakterienmischung nicht mit Sicherheit zu ent- 
scheiden. 

Die Bemerkung Schlatters!), daB die Unwirksamkeit von spezi- 
fischen Nahrlésungen fiir Bakterien, wie er solche daraufhin gepriift 
hat, einen weiteren Beweis dafiir darstelle, daB in seinen Pepton- 


1) Schlatter, diese Zeitschr. 181, 380, 1922. 
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versuchen der Effekt nicht auf Bakterienwachstum zuriickzufiihren 
sei, ist ein reiner Denkfehler, der hiermit richtiggestellt sein mége. 

Schlatter streift ganz kurz die Frage nach der Bedeutung des 
Natriumbicarbonats. Er kommt zum Ergebnis, daB mit diesem Salze 
eine Pufferung bewirkt werde zur Aufrechterhaltung einer bestimmten 
H-Ionenkonzentration. Er bemerkt ferner, daB diese Pufferung nicht 
mit den hierzu gebrauchlichen Phosphatmischungen erfolgen kénne 
wegen deren flockenden Wirkung auf das Pepton!), daB es aber gelinge, 
bei Zusatz von Natriumacetat die Milchsiuregirung einzuleiten, einen 
Puffer von sehr schwacher Alkalitit, der nicht stirker flockend wirke 
als das Bicarbonat?). 

Zweifellos wirkt das Bicarbonat in der Girung als Puffer. In 
welchem Umfange es wirksam ist und wieweit es tatsichlich durch 
andere Puffersubstanzen, speziell durch Natriumacetat, ersetzt werden 
kann, tiber diese wichtigen Fragen macht Schlatter keine Angaben. 

Friiher schon wurde darauf hingewiesen), daB trotz der Bicarbonat- 
pufferung die j;y-Werte wahrend der Giarung ganz betrichtlichen 
Schwankungen, vor allem einer starken Verschiebung gegen die saure 
Phase hin unterworfen sind. Die sichere Feststellung dieser Verhaltnisse 
allein schon wiirde es Schlatter erleichtert haben, die Ursachen seiner 
Garungen richtig einzuschaétzen. Es diirfte daher auch von einem 
weiteren Gesichtspunkte aus nicht iiberfliissig erscheinen, zum Ab- 
schluB dieser Mitteilung hier noch kurz auf die Pufferverhaltnisse in 
der Giarung einzutreten. 


Vorerst wurden die entsprechenden Versuche von Schlatter im iiblichen 
lproz. System Pepton‘)-Glucose-CH,COONa*) und dann im System 
1 Proz. Pepton-Glucose — 2 Proz. CH,COO Na nachgepriift. Beide Systeme 
zeigten nach 38 Stunden Bebriitung bei 37° kraftiges Bakterienwachstum, 
worauf den verschiedenen Parallelversuchen gesittigte Bicarbonatlésung 
zugesetzt wurde. 


Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO,. 


I Il I 





1 Proz. Pepton-Glucose-C H,COO Na 
1| | 2 1; 

_/2 : 
10 10 10 


1) Welche er im ,,Witte‘‘-Pepton beobachtet hat und deren Ursache 
nunmehr bekannt sein diirfte. Beim Pepton ,,Siegfried‘‘ z. B. konnte bei 
Phosphatpufferung nie eine derartige Flockung beobachtet werden. 

2) Schlatter, diese Zeitschr. 181, 375, 1922. 

a) Eh. 

4) Pepton Io. 

5) Dieser Korper muBte, weil stark mit siiurebildenden Bazillen infiziert, 
sterilisiert werden. Das Natriumacetat gelangte hierauf nach erfolgter 
Wiederauskristallisation zur Verwendung. 
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Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO,. (Fortsetzung) 





I I Ill 


1 Proz. Pepton-Glucose — 2 Proz. CH,COON« 
2 1, 2 
10 10 10 
Kontrolle (ohne Pufferung) 


Normalgdarsystem: 1 Proz. Pepton-Glucose-NaHC OQ). 
(Bei 37° bebriitet.) 
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: = Beginn der Garung. 


Die geringe Saiure- bzw. Gasproduktion einerseits in den mit Acetat 
gepufferten Giarsystemen und den Kontrollwerten (Normalsystem) ver- 
glichen, andererseits mit den Schlatterschen Angaben, lieBen folgende 
Versuchsreihe als zweckmaBig erscheinen: 

Es wurden in Saccharimetern & 10 cem die tiblichen Garlésungen von 
1 Proz. Pepton-Glucose — 0,25 Proz. Na HCO, nebst den verschiedenen Acetat - 
zusitzen hergestellt und bei 37° bebriitet. Gleichzeitig wurde ein Parallel- 
versuch mit vorgingig sterilisiertem Pepton angesetzt, sowie ein Kontroll- 
versuch, der nur mit 1 Proz. NaHCO, gepuffert war. In allen drei Versuchs- 
reihen wurden die p,,-Werte zu Beginn und am Schlu8 der Garung bestimmt 
und ebenso auf Glucose gepriift. 








Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO,. 


Nach Proz. Natriumacetat 
Stunden 0,5 | 1,0 2,0 3,0 5,0 


1. Normal-Pepton. 
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Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO,. (Fortsetzung). 
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Die Versuche bestitigen, daB in den Schlatterschen Giarlésungen 
das NaHCO, durch Natriumacetat ersetzt werden kann, und dab 


eines dieser Salze anwesend sein mu8, um den Giareffekt auszulésen. — 


Es fallt aber auf, daB bei den Versuchen mit 1- und 2proz. Acetat- 
pufferung und nachheriger Zugabe von Bicarbonatlésung die Saure- 
bzw. Gasbildung nur eine relativ geringe ist (Maximum ?/,, des még- 
lichen Volumens), insbesondere im Vergleich zur Kontrolle, wo das 
Normalsystem in derselben Zeit °/,, Volumteile CO, liefert. 

Aufklarung hieriiber geben nunmehr die oben mitgeteilten Versuchs- 
resultate: Wie schon frither!) vermerkt, erméglicht 1 Proz. NaHCO,?) 
keine konstante Pufferung. Dies ergibt sich deutlich aus den Angaben 
auf S. 134, wo auch eine teilweise Phosphatpufferung dazu nicht aus- 
reicht, aber immerhin die py-Werte weniger tief sinken la8t. Ganz 
deutlich wird aus den Resultaten des Kontrollversuches 8. 139 er- 
sichtlich, daB im Verlauf der Garung die py-Werte von 8 auf 6,6 bis 
6,8 hinunterfallen, und daB dann bei dieser H-Ionenkonzentration die 
Garung durchschnittlich beendigt, indem der gréBte Teil der Glucose 
aufgespalten ist. Zeitlich betrachtet, wird in den ersten zwei Dritteln 
der Gardauer nur die Hilfte der Siure bzw. des Gases gebildet, wahrend 
im letzten Drittel ungefahr eine ebensolche Ergiebigkeit der Fermen- 
tation vorhanden ist. Es kann daraus geschlossen werden, daB fiir 
die Gairung die optimalen py-Werte naher bei 6,8 als bei 7,2 liegen, 
indem der gréBere Umsatz unterhalb dieses Wertes und somit in der 
sauren Phase verliuft. Die vorliegende H-Ionenkonzentrationsbreite, 
in der die Girung abliuft, bildet nebenbei ein untriigliches Kriterium 
fiir deren bakteriellen Charakter. 

Die Acetatpufferung zeitigt nun bei entsprechend gleichen 
pu-Werten einen anderen Garverlauf. Er kann als gehemmt bezeichnet 
werden, indem nach entsprechender Girdauer relativ und absolut ge- 
ringere Siure- bzw. Gasmengen gebildet werden. Die Inkubationszeit 
und ebenso die Giirdauer verlingern sich mit steigenden Natrium- 
acetatkonzentrationen, trotzdem die Anfangs-py-Werte von 8,2 bis 8,4, 
dem 1 proz. Bicarbonatpuffersystem entsprechen. Im 0,5proz. Acetat- 
puffersystem liegt der giinstigste Gireffekt vor, indem relativ die 
groBte Saure- bzw. Gasmenge bei der kiirzesten Inkubationszeit, 
nimlich */,, des méglichen CO,-Volumens, gebildet wird. Es diirften 
hier zufolge der geringeren absoluten Mengen an Acetat keine oder 
doch bedeutend geringere Hemmungen des Bakterienwachstums vor- 
liegen*). Die End-pg-Werte der verschiedenen Systeme bestitigen 


1) l.c., diese Mitteilung ITT. 

2) Unter den vorliegenden Versuchsbedingungen ! 

8) Es sei hier auf gewisse analoge Verhaltnisse betreffend die Pepton- 
konzentrationen aufmerksam gemacht. Schlatter verwendete fiir seine 
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diese Anschauung ebenfalls. Beim 5proz. Acetatpuffersystem liegt, 
nachdem die Girung bei einem Minimum an Saure- bzw. Gas- 
produktion von 31,/10 Volumteilen CO, nach 42 Stunden beendigt 
erscheint, ein SchluB-py-Wert von 4,8 bis 5,0 vor. Entsprechend ist 
auch hier noch relativ viel Glucose vorhanden. Ganz ahnlich sind 
die Verhialtnisse beim 0,5proz. Acetatpuffersystem, nur dab, wie 
schon angedeutet, dieses Girsystem einen gréBeren Gireffekt, sowohl 
was die insgesamt, als auch was die in den verschiedenen zeitlichen 
Giretappen gebildete Siure- bzw. Gasmenge anbetrifft. Die Er. 
scheinung, daB in den mit Acetat gepufferten Girsystemen die py- 
Werte tiefer in die saure Phase hineinreichen als in den mit Bicarbonat 
gepufferten, dirfte dadurch zu erkliren sein, daB die freiwerdende 
und stirker als die Milchsiure dissoziierte Essigsiure im Reaktions- 
verlauf der Garung auftritt. In dem MaBe, wie nun das durch die 
Acetatkonzentration gehemmte System bzw. dessen Bakterien die Milch- 
siurebildung hintanhalten (s. Ubergang von 0,5- bis 5proz.Pufferung), 
weisen die betreffenden Giirsysteme unter sich py-Werte auf, die 
weniger tief in die saure Phase hineinreichen. 

Diese Wechselbeziehung zwischen hemmenden und férdernden 
Faktoren fiir die Saure- bzw. Gasproduktion in den mit Acetat ge- 
pufferten Systemen beweisen, in Verbindung mit den Erfahrungen 
iiber die Bicarbonatpufferung!), wiederum, daB die causa efficiens der 
Schlatterschen Giarversuche auf bakteriellem Gebiete zu suchen ge- 
wesen wire. 


Girversuche auch 10proz. Peptonlésungen und beobachtete, daB solche 
Systeme die kiirzeste Inkubationszeit aufweisen (entsprechend der griéBeren 
Bakterienzahl, die auf diese Weise in die Systeme gelangen!), wahrend ihre 
Gardauer unverhiltnismaBig kurz erscheint und der Gareffekt ein schwanken- 
der ist. Dies diirfte auf eine Hemmung (toxischer Natur) der in groBen 
Mengen vorhandenen Aminoséuren gegeniiber den Bakterien zuriick- 
zufiihren sein! 
1) Unter gegebenen Versuchsbedingungen. 








Experimentelle Beitrige 
zum Antagonimus der Magnesium- und Calciumionen. 


Von 
Walter Baumecker. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitit Halle-Wittenberg. ) 
(Eingegangen am 10. August 1923.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Seitdem Meltzer und Auer’) festgestellt haben, daB die Magnesium- 
lahmung durch Injektion von Calciumsalzen aufgehoben werden kann, 
ist man bemiiht, fiir diesen interessanten Antagonismus eine passende 
Erklirung zu finden. Zu diesem Zwecke war es zunichst notwendig, 
den Angriffspunkt des Magnesiums im Organismus zu bestimmen. 


Wiahrend Wiki*) und dann Guthrie und Ryan*) behaupteten, daB die 
Wirkung des Magnesiums allein durch eine Lahmung der myoneuronalen 
Verbindungen zustande kame, zeigten Meltzer und Auer‘), daB auch eine 
zentrale Narkose und eine Lahmung der Nervenstémme an der Wirkung 
teilhabe. Auch Starkenstein®) erbrachte den Beweis, daB nicht nur eine 
periphere Wirkung des Magnesiums vorliegt. Nichtsdestoweniger war die 
auffallende Beeinflussung der myoneuronalen Verbindungen nicht zu leugnen, 
so da Wiechmann®) auch im Gehirn und den glattmuskeligen Organen 
»»Synapsen“‘ annahm, die durch Magnesium gelihmt werden sollen. LaBt 
man diese Hypothese zunichst auBer acht, so kann man mit Gottlieb’) 
annehmen, daS das Magnesium keine spezifische Affinitét zu bestimmten 
Teilen des Nervensystems besitze, sondern dieses ganz allgemein zu lahmen 
imstande sei, wobei das Atemzentrum verhiltnismaBig verschont bleibt. 


1) S. J. Melizer und J. Auer, Centralbl. f. Physiol. 21, 788, 1907. 

2) Wiki, Soc. d. Biol. 60, 1008, 1906. 

3) OC. C. Guthrie und A. H. Ryan, Amer. Journ. of Physiol. 26, 329 
— 345, 1910. 

4) S. J. Melizer und J. Auer, Centralbl. f. Physiol. 27, 6832—635, 1913. 

5) HE. Starkenstein, ebendaselbst 28, 63, 1914. 

6) EH. Wiechmann, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 182, 74, 1920. 

") H.H. Meyer und R. Gottlieb, Experimentelle Pharmakologie 1921, 
5. Aufl., Berlin, Wien. 
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Durch analytische Untersuchungen von Mansfeld und Bosanyi') 
sowie Schiitz?) und Stransky*) konnte gezeigt werden, daB der Magnesium- 
gehalt des Gehirns nach der einmaligen Injektion von Magnesiumsalzen 
nicht zunimmt. Erst bei wiederholter Magnesiumsalzeinspritzung gelang es 
Schiitz, im Gehirn eine Anreicherung bis zu 1 Prom. der Trockensubstanz zu 
erzielen. Auch in die Muskulatur dringen nach Stransky (1. c.) keine wesent- 
lichen Magnesiummengen ein, wohl aber war eine erhebliche Vermehrung 
des Magnesiumgehaltes im Blutplasma festzustellen; und Stransky konnte 
auch zeigen, daB Magnesiumionen auf die Calciumionen des Blutplasmas 
eine ausschwemmende Wirkung ausiiben, die aber auch nicht spezifisch 
ist, da sich mit Natrium- und Kaliumsalzen das gleiche Ergebnis erzielen 
lieB. Siransky (1. c.) kommt zu dem SchluB, daB ein minimaler Wert des 
re Cone. Ca 
Quotienten Cone. Mg 
Magnesiums tiber das Calcium die Narkose bedingt. 

Wenn nun auch nach diesen Untersuchungen das Eindringen von 
Magnesium in Muskel- oder Nervenzellen bei einmaliger Injektion nicht 
sichergestellt ist, so scheint doch die Annahme berechtigt, da8 vielleicht 
die Konzentration des Magnesiums im Blut, d. h. die vis a tergo, die notwendig 
ist, um das Magnesium in die nervésen Zellen hineinzudriicken, sehr gro8 
sein muB, die hineingedriickten oder adsorbierten Mengen aber so klein 
sind, daB sie zwar zur funktionellen Schadigung ausreichen, aber analytisch 
nicht feststellbar sind. Unter dieser Voraussetzung kann man sich die 
Magnesiumwirkung aber noch in verschiedener Weise vorstellen. Zunichst 
ist an eine kolloidchemische Wirkung zu denken. Deswegen wurden ver- 
schiedentlich Modellversuche in dieser Richtung angestellt. Stransky (I. c.) 
fand, daB Magnesiumsalzlésungen, deren Konzentration ungefahr derjenigen 
im Blutplasma wahrend der Magnesiumnarkose entsprach, eine Schrumpfung 
einer Hirnzellenemulsion hervorriefen. Das gleiche Verhalten zeigte aber 
auch eine entsprechende Calciumsalzlésung. Im Gegensatz dazu fand 
Wiechmann (1. c.) an fein zerschnittenen Froschmuskeln, daB Magnesium- 
salze in bestimmten Konzentrationen quellend, Calciumsalze dagegen ent- 
quellend wirkten. Dieses Verhalten gilt nach den Untersuchungen Loebs*) 
und Overtons*) nicht fiir den ganzen Muskel. Der erstere stellte bei seinen 
Versuchen iiber die Fliissigkeitsresorption fest, da eine isotonische 
Magnesiumsalzlésung entquellend wirkt, wenn auch in geringerem Grade 
als Calciumlésung. 


Overton fand, da8 nur am absterbenden Muskel Magnesiumchlorid- 
lésungen eine Gewichtsvermehrung hervorbrachten, waihrend Calcium- 
chloridlésungen bestimmter Konzentrationen eine voriibergehende Gewichts- 
verminderung verursachten. 

Da nach alledem eine kolloid-chemische Erklirung des Anta- 
gonismus noch nicht sichergestellt ist, wurden diese Versuche an Mo- 
dellen und am iiberlebenden Muskel noch einmal angestellt. Einerseits 
wurde die Einwirkung von Magnesium- und Calciumsalzen auf die 


, also ein bestimmt bemessener Uberschu8 des 


1) G. Mansfeld u. Bosanyi, Pfliig. Arch. f. d. ges. Physiol. 152, 175, 1913. 
*) J. Schiitz, Zeitschr. f. Balneologie 7, 1, 1914/15. 

3) E. Stransky, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 78, 122, 1915. 

4) J. Loeb, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 75, 304—305, 1899. 

5) EF. Overton, ebendaselbst 105, 176, 1904. 
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Fibrinflocke und den feinzerschnittenen Muskel, andererseits auf den 
isolierten, tiberlebenden Froschmuskel gepriift. Dabei zeigte sich, 
da8 bei der Fibrinflocke [M. H. Fischer')] sowohl die Magnesium- wie 
die Calciumsalze eine starke entquellende Wirkung hatten, bzw. die 
Quellung der Fibrinflocke in destilliertem Wasser und in n/100 Salz- 
siure stark hemmten. Bei der Mischung beider Salze war ein gegen- 
sitzliches Verhalten nicht zu beobachten. Die Versuche wurden nach 
den Angaben Fischers, wie sie Kochmann?) jiingst beschrieben hat, 
ausgefiihrt. 

Die Hohe der Fibrinsiule betrug nach einer Stunde in den ver- 
schiedenen Lésungen: 
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Ein + bedeutet eine nicht meBbare Zunahme der Quellung. Temp. 21°C. 


Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, daB der Grad der Quellung bei 
jeder Lésung mit abnehmender Konzentration steigt. Die geringen 
Unterschiede — bei m/1, m/2, m/4, m/8, m/16, m/128 und m/512 Lésung 
wirkt Calciumchlorid geringer entquellend, bei m/32, m/64 und m/256 
dagegen Magnesiumchlorid — liegen innerhalb der Fehlergrenze. Um 
festzustellen, ob Magnesiumchlorid bei noch geringerer Konzentration 
etwa starker quellend wirkt als destilliertes Wasser, wurde noch eine 
m/1024, m/2048 und m/4096 Magnesiumchloridlésung untersucht. 








‘Kenmtntntion | mos =| Ss mya | mi /4096 
= So —— PEERS SBE AUREL Se, Sr TOPE: SES CN 
Hohe der | 
MgCl,- Fibrinsiule || 230m 24em | 24cm 
Lésungen Pros, d 
.. | Kontrolle | 95,8 100 100 


Am Muskelbrei konnten die Ergebnisse von Wiechmann (I. c.) 
bestatigt werden. In gewissen Konzentrationen haben die Magnesium- 


1) M. H. Fischer, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 125, 100, 1908. 
2) M. Kochmann, diese Zeitschr. 136, 49, 1923. 
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salze tatsichlich bei diesem Modell eine stark quellende Wirkung. 
in hohen Konzentrationen dagegen kommt es zu einer, deutlichen 
Entquellung. Calciumsalze entquellen in allen Konzentrationen. Bei 
der Mischung von Calciumchlorid- mit Magnesiumchloridlésungen, 
letztere in Konzentrationen, die eine Quellung hervorrufen, wird die 
Calciumwirkung, wie auch Wiechmann fand, tatsichlich mehr oder 
weniger aufgehoben. 


Die Versuchsanordnung war folgende: 


In gleich groBe Glastrichter wurde eine Siebplatte gebracht und darauf 
ein gehirtetes Filter gelegt, das die Siebplatte etwas iiberragte. Das Filter 
wurde mit Wasser oder der zu untersuchenden Lésung angefeuchtet und 
die Trichter dann nach kurzem Absaugen an der Wasserstrahlpumpe ge- 
wogen. Nunmehr wurden etwa 2 g fein zerschnittener Froschmuskulatur einer 
kurz zuvor getéteten Rana temporaria in dem Trichter abgewogen und dieser 
in ein Becherglas mit destilliertem Wasser oder der zu untersuchenden 
Lésung gestellt, so da8 die Muskulatur vollkommen von der Fliissigkeit 
bedeckt wurde. Es empfiehlt sich, die Muskulatur auf der Siebplatte mit 
einem ausgezogenen Glasstab etwas umzurtihren, um ein allseitiges Benetzen 
zu erreichen. Nach einer Stunde wurde der Trichter aus der Fliissigkeit 
herausgenommen und diese 2 Minuten lang an der Wasserstrahlpumpe 
vorsichtig abgesaugt und wiederum das Gewicht festgestellt. Auf diese 
Weise wurden m/10 bis m/10000 Calcium- und Magnesiumlésungen unter- 
sucht. Die Temperatur betrug 16 bis 18°. Da die Werte fiir die Gewichts- 
zunahme in destilliertem Wasser schwankten, ist immer nur ein Vergleich 
der Ergebnisse im einzelnen Versuch gestattet. 


Im einzelnen ergaben sich folgende Zahlen: 


























Muskelgewicht Zus u. Abnahme, 
Lésung || bei Beginn des Versuchs nach 1 Stunde || Anfangsgewicht = 100 

\ g | g | Proz. 

1. Aqua dest. ... .|i 2,0200 | 2,5252 | 125 
m/10 CaCl, . .. .|| 2,0200 1,4570 72,1 
m/100 CaCl, .. . .|| 2,1158 | 17298 || 81,7 
2. Aqua dest. ... .| 2,1002 |  2,6800 122.8 
m/200 CaCl, . .. .| 2.0317 | 1,6788 82,6 
m/500 CaCl, ... .| 2,0535 | ES. 4 88,5 
3. Aqua dest. ... .| 2,1911 | 2,7558 125,7 
m/1000 CaCl, . . .| 2,0265 2,4147 104.3 
m/2000 CaCl, .. .| 2,0836 | 2.2483 107,9 
4, Aqua dest. ... .| 2,0200 2,7132 134,3 
m/10 Mech... |... 2,1550 2,1024 97,5 
5. Aqua dest. .... 1,9466 2.2476 115,4 
m/25 MgCl,....| 2,0837 2,5230 121,0 
m/50 MgCl,.... 2,2784 2,8974 127,1 
6. Aqua dest. ... .|| 1,7920 | 1,9770 110,3 
m/100 MgCl, ... 2,1160 | 2.9574 139,7 
m/1000 MgCl, . . . 2,1502 | 2.7962 130,0 
7, Aqua dest. .... 2,0190 | 2.2690 112,4 
m/10000 MgCl, . . 2,0020 | 2.5760 128.6 
m/10000 MgCl, . . 2,1822 | 2.5520 116,9 
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Setzt man den fiir destilliertes Wasser erhaltenen Quellungswert 
gleich 100, so ergibt sich folgende Gewichtszunahme bzw. -abnahme in den 
Salzlésungen in Prozenten: 








m/10 MgCl, . . . | — 36,8 Proz. m/10 CaCl, ... — 52,9 Proz. 

m/25 MgCl, ... +. 66. :, 

m/50 MgCl, .. . oe © ae 

m/100 MgCl, . . +294 , m/100 CaCl,. . . —433 , 
m/500 CaCl,. ..., —343 , 

m/1000 MgCl, . . 167 m/1000 CaCl, . . —214 , 

m/10000 MgCl, . +162 , m/10000 CaCl, . + 45 , 


Ein weiterer Versuch zeigte, wie sich das hier deutlich entgegengesetzte 
Verhalten der Magnesium- und Calciumionen durch eine Mischlésung von 
Magnesium- und Calciumchlorid aufheben lieB: 





Muskelgewicht 


- Prozentuale 
Lésung 


bei Beginn nach 1 Stunde /! i aie Ties tite 
~ & 
Agunidest. SS. 2,0605 2,5630 124.3 Proz. 0 
m/1000 CaCl, ..... 2,2620 2,3890 106.08 se ET 
m/1000 MgCl, ..... 2,2877 2,9140 ine. os OS 
m/1000 CaCl,. .. . |i 
+ m/1000 MgCl,. |. || 2,3490 2,9115 | ms. OU 


Vergleicht man das Ergebnis dieser Versuche mit den Versuchen 
an der Fibrinflocke, so ergibt sich ein auffallender Gegensatz. Wahrend 
in dem einen Falle Calcium und Magnesium im gleichen Sinne entquellend 
wirken, zeigen sie an dem Modell der zerschnittenen Muskulatur ein ent- 
gegengesetztes Verhalten. Dies ist vielleicht auf die verschiedene Vor- 
behandlung der an sich ahnlichen Kolloide zuriickzufiihren. Worauf 
es im einzelnen beruht, mége dahingestellt bleiben, jedenfalls zeigt 
es, wie gerade bei solchen Modellversuchen eine vorsichtige Beurteilung 
am Platze ist. 


Wie weit nun das am Modell der Froschmuskulatur gewonnene 
iirgebnis auf die Magnesiumnarkose des lebenden Organismus an- 
gewandt werden kann, ist infolgedessen schwierig zu entscheiden. Die 
Untersuchungen, die am ganzen Muskel vorgenommen wurden, lieBen 
jedenfalls in der Hinsicht keinen sicheren SchluB zu. Sie zeigten, dab 
Magnesiumchloridlésungen, die eine noch reversible Laihmung des 
Muskels hervorbringen, eine Abnahme oder ein Gleichbleiben des Gewichts 
verursachen, wihrend eine Gewichtszunahme erst eintritt, sobald die 
Lahmung ganz oder teilweise irreversibel geworden ist. 
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Im einzelnen verliefen die Versuche, die am Gastrocnemius und 
Sartorius von Rana temporaria und Rana esculenta") (Winterfréschen) 
vorgenommen wurden, wie folgt: 

Die Muskeln eines Frosches wurden beiderseits priipariert und vor 
Beginn des Versuchs nach dem Vorgehen Overtons (|. c.) meist 2 bis 3 Stunden 
in eine 0,731 proz. Kochsalzlésung gebracht, um osmotisches Gleichgewicht 
zu erzielen. Dann wurden die Muskeln an der Sehne mit kleinen Hiakchen 
versehen, und an einer Torsionswage gewogen. 

Dabei wurde jedesmal darauf geachtet, daB das Hakchen sorgfaltig 
abgetrocknet und der Muskel nur am unteren Ende mit Flie8papier abgetupft 
wurde. War die Wagung vollendet, so wurde der Muskel auf einen Mommsen- 
schen Reiztisch gebracht und mit tetanisierendem Strom durch langsames 
Nahern der Rollen des Du Bois- Reymondschen Schlittenapparates der Reiz 
festgestellt, bei dem eben eine Kontraktion des Muskels beobachtet werden 
konnte. In einigen Versuchen wurde auBer mit dem _ einschleichenden 
faradischen Strom auch mit einzelnen Offnungs-Induktionsschlagen gepriift 
und aufSerdem die primare Rolle des Induktoriums mit dem Eisenkern 
versehen. Nach der ersten Gewichtsbestimmung in Kochsalzlésung wurden 
die Muskeln in die Lésungen gebracht, deren Einwirkung gepriift werden 
sollte und dann in Abstiinden von 1/, bis 3 Stunden wieder Gewicht- und 
Reizbarkeit festgestellt. Als Kontrolle wurde im allgemeinen der Muskel 
der Gegenseite in 0,731 proz. Natriumchloridlésung gelassen. Die verwendeten 
Lésungen waren durch Einstellung auf gleiche Gefrierpunktserniedrigung 
genau mit einer 0,731 proz. Natriumchloridlésung isotonisch. Durch Analyse 
wurde die Konzentration einer isotonischen Magnesiumchloridlésung gleich 
0,923 Proz., die Konzentration einer isotonischen Calciumchloridlésung 
gleich 1,05 Proz. (beides ohne Kristallwasser) festgestellt. Da reine iso- 
tonische Magnesiumchlorid- und Calciumchloridlésungen sehr bald eine 
irreversible Schidigung verursachen, untersuchte ich vor allem Misch- 
lésungen von Magnesium- und Natriumchlorid einerseits und Calcium- 
und Natriumchlorid andererseits. 

Fiir die Magnesiumwirkung ist dabei folgender Versuch charakteristisch: 

Gastrocnemii (Rana temporaria). 





L “Wy 
MgCl, 0461 Proz, NaCl 0365Proz. | | | NeCl0,731Proz. 
Zeit . _ —_—o a 
at | Pian Rollenabstand promee Proz Rollenabstand 
| mg | cm mg ees. 
18. Januar 1923. 19°C. 
5b30’ 362,5 100 12,0 367,5 100_—s | 12,5 
6 00 351,0 968 | 10,0 349,0 94,9 | 12,0 
6 30 | 346.5 95,5 | 9,5 346,0 94,1 || 12,0 
7 10 3440 94,9 | 9,0 || 345.5 94,0 | 12,0 
8 15 3405 | 93,9 |] — 344.0 93,6 | 12,0 
|| nicht erregbar || i 
905 || 336,5 92,8 | — | 3435 | 934 | 12,2 


19. Januar 1923. 19°C. 
1030’ || 338,5 93,3 | ps dies Serre ae 


1) Die Muskeln von Rana ecsulenta erwiesen sich nach meinen Fest- 
stellungen gegeniiber Magnesiumchlorid widerstandsfahiger, so da zur 
Lihmung eine etwas gréBere Konzentration angewandt werden muBte. 


10* 
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In diesem Versuch ist nach 3 Stunden der Muskel in der Magnesium- 
chloridlésung nicht mehr erregbar, sein Gewicht ist vermindert und auch 
am folgenden Tage zeigt sich noch keine erhebliche Gewichtsvermehrung; 
diese tritt aber dann, wie andere Versuche zeigen, am absterbenden oder 
toten Muskel sehr bald ein. 

Das Verhalten in einer vorwiegend Calcium enthaltenden Lésung zeigt 
folgender Versuch: 


Sartorii (Rana temporaria). 





L poe Sais a. 
CaCl, 0,262 Proz., NaCl 0,584 Proz. || == ——s NaCl 0,731 Proz. 
Zit |——__—_-——— 
po Bere Rollenabstand rt ee || Rollenabstand 
mg | cm mg cm 
22. Januar 1923. 19°C, 
11h 10’ 93,5 | 100 19,0 86,0 | 100 18,5 
1150} 890 | 95) 10,0 85,5 | 99,4 16,5 
Muskel stark verkiirzt, Rollenabstand gilt || HT 
fiir die auftretenden schwachen fibrillaren || | H 
Zuckungen | | | 
12 30 i 810 | 866 — | 83,5 97,0 || 14,0 
32 | 802 | 780 | we | 84,0 97,6 | 13,5 


Der Muskel wird in einer Calciumchloridlésung dieser Konzen- 
tration, die fiir wasserfreies Salz gilt, sehr bald erheblich geschadigt. 
Er verliert seine normale Form und Konsistenz und wird stark verkirzt. 
Das Gewicht nimmt ab, und bald ist in diesem Kontrakturzustand 
keine Zuckung mehr festzustellen. 

Der Unterschied zwischen der Magnesium- und Calciumwirkung 
ist deutlich. Wahrend Magnesium, wie hier nicht angefiihrte Versuche 
zeigten, in einer Konzentration von etwa 0,33 Proz. = 0,0346 Mol 
noch keine Schadigung verursachte, ist dieselbe beim Calcium schon 
bei 0,262 Proz. = 0,0234 Mol zu beobachten. Die fiir den Muskel 
unschiadliche Calciumkonzentration stellte ich zwischen 0,131 und 
0,065 Proz. wasserfreies Calciumchlorid fest, was etwa den Werten 
Overtons (1. c.), 0,2 bis 0,4 Proz. CaCl, + 2 H,O, entspricht. Calcium 
verursacht in schadigender Dosis eine steigende Gewichtsabnahme, 
die nach meinen Versuchen nicht in eine Gewichtszunahme iibergeht ; 
Formveranderungen, wie sie in Calciumchloridlésungen beobachtet 
werden kénnen, treten in Magnesiumchloridlésungen nicht ein. Die 
schidigende Wirkung des Magnesiums ist bedeutend geringer als die 
des Calciums. Das zeigt auch ein Reizversuch in einer isotonischen 
Magnesiumchloridlésung, aus der der Muskel nach Eintritt der Lahmung 
in eine Natriumchloridlésung iibertragen wird: 
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Gastrocnemii (Rana temporaria). 








I. Il. 
Zeit NaCl 0,731 Proz. Mg Cl, 0,923 Proz. 
Rollenabstand Rollenabstand 
cm cm 
13. Januar 1923. 19°C. 
11230’ 9,3 9,0 
12 15 Ik7 9.0 
12P45 | 11,6 7,5 
1 20 115 5,0 (schwache fibrillare Zuckungen) 
1 40 13,3 — nicht erregbar 
Der Muskel wird in 0,731 proz. NaClsLésung gelegt 
3 00 13,2 12.0 
4 45 135 || 12.0 


Die Lahmung in einer Magnesiumchloridlésung kann durch Uber- 
tragung in eine Natriumchloridlésung aufgehoben werden, solange noch 
keine irreversiblen Veriinderungen hervorgerufen sind. Ein ahnliches 
Verhalten konnte ich in einer Calciumchloridlésung nicht beobachten. 

Wie weit ein Zusatz von Calciumchlorid die in einer Lésung von 
Magnesiumchlorid und Natriumchlorid entstandene Lahmung_be- 
einfluBt, habe ich mehrmals untersucht. Folgender Versuch mége als 
Beispiel dafiir dienen!): 

Sartorii (Rana esculenta). 








! I. | I. 
| Mg Cl, 0,738 Proz., NaCl 0,146 Proz. || MgCly 0,738 Proz., NaCl 0,146 Proz. 
de lye rear ae ea : 
i pons ie Rollenabstand || ee i Rollenabstand 
|} mg cm mg cm 
6. Februar 1923. 6°C. 
1b20' |} 1510 | 100 || 14,6 169,0 | 100 || 14,0 
310 1500 | 993 | 70 1590 | 940 | 60 
4 05 | 1465 | 97,0  80[130] 159.5 94.4 9.0 [13,5]2) 
445 || 1485 | 983 5,0 [13.0] 161,5 95,5 7,3 [12,7] 


Bei 5,0 und 7,3 cm Rollenabstand triage Zuckung bei einschleichendem faradischen Strom. 
Muskel I wird in eine Lésung von der Zusammensetzung: 

0,738 Proz. MgCl, 0,073 Proz. NaCl, 0,105 Proz. CaCl» tibertragen. 

6h25' || 149.5 99,0 |0,0[7,0-9,0]| 1650 97,6 0,0 [10,5] 
| trage Zuckung || 

930 | 1595  105,6 ss 1685 99,7 as 
Beide Muskeln sind auf einschleichenden faradischen Strom nicht erregbar. Durch Reizung mit 
Offnungsschlagen unter Benutzung des Eisenkerns lassen sich nur noch fibrillare Zuckungen bei 

geringem Rollenabstand feststellen. 


7. Februar 1923. 6°C. 
9h30’ 172.5 | 1142 —_— 187,0 | 1106 — 
Faradische Reizung und Einzelreize ohne Erfolg auch mit Eisenkern. 
Beide Muskeln sind nach Ubertragung in NaCl-Lésung auch mit Eisenkern 10h 50’ nicht erregbar. 


1) Die genauere Priifung der Erregbarkeit in diesem Versuch wurde 
deswegen vorgenommen, weil neuerdings Abderhalden und Gellhorn ( Pfliigers 
Arch, f. d. ges. Physiol. 196, 584, 1922) mit dieser Methodik in CaCl, + 
MgCl,-Lésungen eine linger dauernde Erregbarkeit verbunden mit gleich- 

: zeitiger Gewichtszunahme beobachteten. 
‘ *) Die eingeklammerten Werte beziehen sich auf Reizung mit Eisenkern. 
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Der Versuch zeigt, daB erstens Calciumchlorid keinen Einflu& 
auf die fortschreitende Lahmung und Schiadigung durch Magnesium- 
chlorid hat, zweitens, dai erst nach erheblicher Schadigung eine Ge- 
wichtszunahme eintritt. Nach derartiger starker Gewichtszunahme 
ist eine Herstellung der Funktion in reiner Natriumchloridlésung aber 
nicht mehr méglich. 

Ein ahnlicher Versuch, bei dem eine gréBere Konzentration der 
Calciumchloridlésung angewandt und auBerdem der Kontrollmuskel 
bei beginnender Gewichtszunahme in Natriumchloridlésung gelegt 
wurde, verlief folgendermaBen : 


Sartorii (Rana esculenta). 





Ht I. Il. 
MgClo 0,738 Proz., NaCl 0,146 Proz. MgCl, 0,738 Proz., NaCl 0,146 Proz. 
Zeit | sons — ~ 
| pre ee any Rollenabstand aout ee Rollenabstand 
I mg em mg cm 
7. Februar 1923. 2°C. 
12h}5' 239,0 100 | 12,5 258,0 100 12,0 
2 50 239,0 100 i 8,0 244.5 94,7 7,8 
4 00 239,56 | 1002 | 7,5 | 2445 | 94,7 6,5 
||[Offnungsschlag - [Offnungsschlag: 
| | 100) | 10,0] 
615 || 237,5 99,3 || 7,5 || 2455 | 95,1 7,0 


Bei beiden Muskeln ist nur durch schnelles Nahern der Rollen noch eine kraftige Zuckung zu 
erzielen, wahrend die angegebenen Werte nur fiir eine schwache Kontraktion gelten. 
Bei Muskel I wird 6h30’ die Lésung ersetzt durch: MgCl, 0,738 Proz., CaCl, 0,210 Proz. 


10655'|| 24985 | 1043 | 5,2 256,5 | 99,4 5,0—6,0 
|| fibrillar fibrillar 
Mit Eisenkern bei 12,0 cm fibrillire Zuckung Mit Eisenkern bei 12,5 cm fibrillare Zuckung. 
Muskel II wird 11h15’ in 0,73 proz. NaC 


|| Lésung gebracht, 11h25’ bei 6,0 bis 7,0 cm 
|| Rollenabstand etwas bessere Erregbarkeit fest- 
zustellen als zuvor. 


8. Februar 1923. 2°C. 


8h55’|| 248.0 103,7 _ || 275,0 106,5 | _ 
Mit Eisénkern noch trage Kontraktion bei schnellem Mit und obne Eisenkern nicht erregbar 
Niahern der Rollen festzustellen 
10b35’ | 254,0 106.2 | _— 275,5 106,8 —_ 
11 50|| 2590 1083 | — | 2760 | 1070 | nian 





Auch hier hat Calcium keinen Einflu8B auf die Magnesiumlahmung. 
Der Kontrollmuskel zeigte in der Magnesiumchlorid- + Natrium- 
chloridlésung eine Gewichtsabnahme;’ sobald die Abnahme in eine 
Gewichtszunahme iiberging, konnte bei dem absterbenden Muskel 
keine vollstaindige Wiederherstellung der Erregbarkeit in Natrium- 
chloridlésung erzielt werden. Da8 diese aber mdglich ist, solange der 
Muskel an Gewicht abnimmt, zeigt folgender Versuch: 
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Sartorii (Rana esculenta). 





I. Il. 
MgCly 0,738 Proz., NaCl 0,149 Proz. eS ee en Me. 
Zeit : ; : : 
Muskels . Muskel- ‘ 
gewicht See Rollenabstand gewicht ie Rollenabstand 
mg cm mg cm 
8. Februar 1923. 2°C. 
12h3u’ 93,0 100 13,0 113,5 100 13,0 
3 05 88,5 95,1 9,5 109,5 96,4 | 6,5 
4 35 88.5 | 95,1 8,5 108,0 95,1 || 6,5 
| schwache || Zuckung s. schwach ; 
Zuckung } Muskel verkiirzt 
Muskel I wird um 5p00' in NaCl-Lésung gebracht. 
6h 20’ || 94.5 101,5 |! 10,0 || 108.0 95,1 | 0,0 
| fibrillar, bei 10,0 cm 


wes cies durch Offnungsschl 
i | ; 


| 

| 
1} | } 

| 1 fibrillare Zuckung 
. 9. Februar 1923. 2°C. 
ghi5’|| 1025 | 1102 |) — 1105 | 97,3 ‘ 

| | | unerregbar 

Bei 9,0cm Rollenabstand noch eine fibrillire 
Zuckung festzustellen, eine kraftige Kontraktion 
tritt selbst bei 0,0 cm Rollenabstand nicht mebr ein. 

Es ist aus diesen Versuchen zu ersehen, da am lebenden Muskel 
ein Antagonismus im Sinne einer Quellung und Entquellung zwischen 
Magnesium und Calcium nicht nachweisbar ist, und wir kénnen des- 
wegen die Wiechmannschen Versuche mit Muskelbrei nicht als hin- 
reichende Erklarung fiir die Magnesiumnarkose und ihre Aufhebung 
ansehen. 

Man mubte sich infolgedessen nach einer anderen Erklarung 
umsehen. Eine solche Méglichkeit war die, daB8 iiberhaupt keine un- 
mittelbare Einwirkung der Magnesiumionen vorlag, sondern dab eine 
Ausschaltung des Calciums, das ja besonders fiir die Erhaltung 
der Erregbarkeit der Nervenendigungen!) notwendig ist [Locke*), 


1) Im Gegensatz zu Locke und Overton, die feststellten, da8 Calciumionen 
fiir die Erregbarkeit der myoneuronalen Verbindungen notwendig sind und 
infolgedessen eine Verminderung derselben, eine Abnahme der Erregbarkeit 
bedingt, stellten neuerdings Behrendt und Freudenberg (Klin. Wochenschr. 2, 
866—870, 919—923, 1923) fest, daB Calciumionenmangel bzw. Kalium- 
ioneniiberschuB eine Ubererregbarkeit der myoneuronalen Verbindungen 
verursacht, die zu den Erscheinungen der Tetanie fiihrt. Der Widerspruch 
ist vielleicht nur ein scheinbarer, denn Behrendt und Freudenberg nehmen 
an, daB ,,der Spasmus als solcher nicht auf dem Wege motorischer Bahnen 
innerviert ist‘, sondern da8 eine motorisch-fibrillare von einer tonischen 
Innervation zu scheiden ist. Die Verfasser sind der Ansicht, daB diese 
tonische Innervation vom autonomen Nervensystem abhiangt. Bei den 
Untersuchungen Lockes und Overtons wiren demnach andere myoneurale 
Verbindungen durch Calciumionenmangel geschidigt, als bei denen Behrendt 
und Freudenbergs und anderer Untersucher. 

2) F. S. Locke, Centralbl. f. Physiol. 8, 166—167, 1894. 
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Overton"), die Magnesiumnarkose bedingt. Eine solche Ausschaltung des 
Calciums, die nicht in einem Calciumverlust zum Ausdruck zu kommen 
braucht, kénnte man sich auch als eine Entionisierung der Ca-lonen vor- 
stellen. Auf diesen Gedanken fiihrte die Tatsache, daB die Magnesium- 
salze sich in ihrer Dissoziation anders verhalten als die Alkalien und die 
iibrigen Erdalkalien, wie z. B. die Messung der elektrischen Leitfihigkeit 
ergibt. Hoeber*) vermutet deswegen, da Magnesiumsulfat sich nicht 
in Mg”- und SO," -Ionen spaltet, sondern komplexe Ionen (Mg MgSO,” 
und SO,80,Mg”) bildet. Da eine derartige Méglichkeit nicht aus- 
geschlossen ist, wire es denkbar, daB bei einer Mischung von Magnesium- 
chlorid und Calciumchlorid ein teilweiser Austausch von Magnesium 
und Calcium stattfiinde, indem das Calciumion in die komplexen Ionen 
aufgenommen wiirde, so daB die Folge davon eine Verminderung der 
Calciumionen wire. Diese Hypothese, die nur eine Méglichkeit der 
Calciumausschaltung darzustellen braucht, sollte zunichst durch Unter- 
suchung der Leitfahigkeit von Magnesiumchlorid- und Calciumchlorid- 
lésungen und Mischungen beider gepriift werden. Es muBte sich dabei 
unter Umstinden zeigen, daB fiir die Mischlésung ein Leitfihigkeits- 
wert gefunden wurde, der kleiner war als das arithmetische Mittel 
der getrennt gefundenen Werte. Diese Vermutung traf nicht zu, sondern 
der fiir die Mischlésung gefundene Leitfahigkeitswert war dem arith- 
metischen Mittel gleich*). 

Damit war aber nicht gesagt, daB nicht doch eine Entionisierung des 
Calciums vorlag, denn eine solche brauchte nicht in einer Verminderung 
der Gesamtionenzahl, die ja allein fiir die Leitfihigkeitsmessung in 
Frage kommt, zum Ausdruck zu kommen. Es war denkbar, da an 
die Stelle entionisierter Calciumionen wieder Magnesiumionen traten, 
so daB die Anzahl der Ionen in den Mischlésungen die gleiche blieb. 

Zur Entscheidung einer solchen Méglichkeit wurde ein biologischer 
Versuch herangezogen. Die Erfahrung, daB das isolierte Froschherz 
auf eine Verminderung des Calciumgehaltes der Durchspiilungsfliissigkeit 
mit einer Verkleinerung der Amplitude reagiert, konnte bei der vor- 
liegenden Frage nutzbar gemacht werden. Es war dabei médglich, 
die Magnesiumwirkung mit einer langsamen Calciumentziehung zu 
vergleichen. 

Die Versuche wurden am Straubschen Froschherzpraparat vorgenommen 


und so ausgefiihrt, daB zunichst nach vollstiindiger Entfernung des Blutes 
aus dem Herzen | ccm Ringerlésung in die Kaniile gebracht und die Ampli- 


1) E. Overton, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 105, 176, 1904. 

*) R. Hoeber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe 1914, 
8. 547. Leipzig und Berlin, 4. Aufl. 

3) Die Versuche sind in meiner Dissertation (Halle 1921) ausfiihrlich 
beschrieben. 
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tude des Herzschlages unter 
gleichzeitiger Beobachtung der 
Pulsfrequenz auf einem Kymo- 
graphion aufgezeichnet wurde. 
Verminderte man nun _ den 
Calciumgehalt der Ringerlésung 
in der Weise, daB immer !/,,cem 
der Ringerlésung entfernt und 
durch !/,)cem kalkfreier Ringer- 
lésung ersetzt wurde, so zeigte 
sich ein treppenformiges Ab- 
fallen der Amplitudenhéhe, von 
dem sich das Herz sofort erholte, 
sobald die kalkarme Lésung 
wieder durch Ringerlésung mit 
normalem Kalkgehalt ersetzt 
wurde. Nachdem so eine voll- 
standige Wiederherstellung des 
Herzschlages erzielt war, wurde 
an demselben Herzen in einem 
zweiten Versuch in der Weise 
vorgegangen, das  jedesmal 
1/,,cem durch */;)ccm einer 
Ringerlésung mit Magnesium- 
zusatz von folgender Zusammen- 
stellung: 6,0 NaCl, 0,1 CaCl,, 
0,075 KCl, 0,1 Na HCO,, 
0,14 MgCl,, Aqua dest. ad 1000,0 
ersetzt wurde. (Die zugefiigte 
MgCl,-Menge ist 0,1 CaCl, aqui- 
molekular.) Dabei blieb der 
Calciumgehalt der Ringerlésung 
dauernd der gleiche, es wurde nur 
steigend Magnesium zugesetzt'). 


Das Bild eines solchen 
Versuches zeigt Abb. 1. 


1) Bei einer anderen, hier 
nicht angefiihrten Versuchsreihe 
wurde so vorgegangen, dafi bei 
der zweiten Kurve !/,) cem der 
Ringerlésungdurch '/,,ccmeiner 
kalkfreien Ringerlésung, der in 
aquimolekularer Menge MgCl, 
zugefiigt war, ersetzt wurde. Die 
Abnahme der Amplitudenhdhe 
war bei der zweiten Kurve in 
diesem Falle erheblich gréBer 
als bei der ersten, jedoch so 
wechselnd, da®B daraus_ kein 
sicherer SchluB gezogen werden 
konnte. 
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Bei diesem Versuche wurde, um eine gréBere Wirkung zu erzielen. 
die hinzugefiigte Magnesiumchloridmenge vermehrt; das Ergebnis ist 
das gleiche wie bei einer Ringerlésung, die 0,14 Prom. MgCl, enthiilt. 
Im Gegensatz zur Calciumentziehung hat eine Magnesiumzufiigung 
keine schnell eintretende Wirkung, sondern ganz allmiahlich tritt, 
wie die zweite Kurve zeigt, eine Schidigung des Herzens ein, die aber 
durch Ringerlésung aufgehoben werden kann. Weitere Versuche, die 
zur Erklarung beitragen konnten, versprachen jedoch keinen Erfolg, 
da das spontan schlagende Herz mit seinen automatischen Zentren 
und seiner verwickelten Erregungsleitung vielleicht ein zu kompliziertes 
Gebilde darstellt. 

Es wurden deshalb Versuche am Nervmuskelpriparat angestellt, 
an denen ja Nerv und Muskel getrennt untersucht werden konnten. 
Vor allem war dies ein Objekt, bei dem tatsichlich der Antagonismus 
Mg-Ca in seinem Angriffspunkt in den myoneuronalen Konjunktionen 
experimentell gepriift werden kann. Zunichst wurde der Versuch 
Wiechmanns (l.c.) noch einmal angestellt. Es zeigte sich, daB nach 
ungefahr 3 Stunden die indirekte Erregbarkeit eines Gastrocnemius 
durch Magnesiumzusatz in einer fiir den Muskel selbst unschadlichen 
Konzentration aufgehoben wurde, wihrend die direkte Erregbarkeit 
erhalten blieb. Calciumchlorid stellte die indirekte Erregbarkeit 
wieder her. 

Da nun nach den Untersuchungen von F. B. Hofmann!) und 
R. Benda*) die Leistungsfaihigkeit eines Muskels unter dem EinfluB 
von Salzen durchaus nicht im gleichen Sinne wie die Reizbarkeit ver- 
iindert zu werden braucht, wurde der Antagonismus Mg-Ca noch in 
folgender Weise gepriift: 

Ein Gastrocnemius von Rana esculenta oder Rana temporaria (Winter- 
fréschen) wurde mit seinem Nerven prapariert und in Ringerlésung an 
einem Schreibhebel aufgehingt. Der Nerv blieb dabei oberhalb des Muskels 
in einer feuchten Kammer. Nunmehr wurde sowohl fiir direkte als auch 
fiir indirekte Reizung die maximale Zuckung bei geringstem Rollenabstand 
festgestellt, und alle 5 Minuten bei diesem Rollenabstand zwei- bis viermal 
mit einem Offnungsschlag auBerhalb der Fliissigkeit gereizt und die Hubhéhe 
auf ein Kymographion aufgezeichnet. Die GréBe der Zuckung bei indirekter 
Reizung sank nach Magnesiumzufiigung bald betrachtlich unter die Zuckungs- 
hohe bei direkter Reizung, um auf Calciumzusatz wieder anzusteigen. Auch 


die Hubhohe bei direkter Reizung sank im Verlauf des Versuchs, war aber 
zum SchluB gréBer als die Hubhéhe bei indirekter Reizung. 


Auch dabei zeigte sich der lahmende Einflu8 des Magnesium auf die 
Nervenendapparate, der durch Calcium aufgehoben werden konnte. Es 


1) F. B. Hofmann, Zur Theorie der Muskelkontraktion, Ber. d. naturw.- 
med. Vereins zu Innsbruck 80, 131, 1907, zit. nach Benda. 
2) R. Benda, Zeitschr. f. Biol. 68, 11, 1914. 
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ist dabei zu erwahnen, da auch von R. Benda (1. c.) unter Magnesium- 
chloridzusatz eine Herabsetzung der Reizbarkeit und Leistungsfaihigkeit 
des Muskels bei indirekter und direkter Reizung gefunden wurde. Eine 
nachfolgende Untersuchung der Calciumwirkung wurde von Benda nicht 
vorgenommen. Er konnte aber feststellen, daB eine Vermehrung des Calcium- 
gehaltes primir ebenfalls Reizbarkeit und Leistungsfahigkeit sowohl bei 
indirekter als bei direkter Reizung herabsetzt. Ein solches Verhalten, 
das anscheinend im Gegensatz zu dem beobachteten Antagonismus steht, 
ist sehr wohl méglich, denn es ist, wie die Versuche von R. Joseph und 
S. I. Meltzer!) zeigten, durchaus nicht notwendig, da8 ein Salz primar 
und sekundar die gleiche Wirkung ausiibt. Die Verfasser konnten zeigen, 
daB sowohl m/10 NaCl- als auch m/10 CaCl,-Lésung primar injiziert die 
indirekte Erregbarkeit aufhebt, sekundar aber einerseits NaCl-Lésung die 
CaCl,-Wirkung, andererseits CaCl,-Lésung die NaCl-Wirkung antago- 
nistisch beeinfluBt, so daB die Erregbarkeit wieder hergestellt werden kann. 


In weiteren Versuchen wurde nun die Magnesium- und Calcium- 
wirkung in ihrem EinfluB auf die Ermiidung des Muskels gepriift?). 
Die Versuche konnten auch hier den Antagonismus deutlich zeigen. 


Im einzelnen wurde dabei so vorgegangen, da®B ein Gastrocnemius 
wie oben in Ringerlésung gebracht und dann vom Nerven aus rhythmisch 
im Abstand von 5 Sekunden durch einen Offnunginduktionsschlag gereizt 
wurde. War infolge der Ermiidung eine deutliche Abnahme der Hubhéhe 
festzustellen, so wurde eine geringe Menge der Ringerlésung aus dem GefaB, 
in dem sich der Muskel befand, entfernt, eine ‘gl¢iche Menge isotonischer 
Magnesiumchloridlésung zugefiigt und_die rhythmische Reizung fortgesetzt. 
Infolge der eintretenden Lahmung war nach der Magnesiumzufiigung immer 
eine schnellere Abnahme der Hubhéhe zu beobachten als zuvor. Setzte 
man nun nach erheblicher Verringerung der Kontraktionsfahigkeit Caleium- 
chlorid in isotonischer Lésung*) zu, ohne die Magnesiumchloridmenge in 
dem GefaiS zu vermindern, so trat immer eine weitgehende Wiederher- 
stellung der Hubhéhe ein. Das dabei beobachtete Verhalten zeigt Abb. 2. 


Auch der primare EinfluB von Calciumchlorid, langsam der Fliissig- 
keit zugesetzt, wurde untersucht. Es zeigte sich dabei, abgesehen von 
einigen Versuchen, in denen eine geringe Aufwirtsbewegung der Er- 
miidungskurve oder eine Erhaltung der gleichen Hubhéhe beobachtet 
werden konnte, da Calciumchlorid die Ermiidungskurve bei indirekter 
Reizung nicht wesentlich beeinfluBt. Wohl aber hatte eine Calcium- 


1) R. Joseph und S. I. Meltzer, Zentralbl. f. Physiol. 28, 350, 1909. 

2) Der Einflu8 von Calcium und Magnesium auf die Ermiidbarkeit 
des Muskels ist ebenfalls von Benda, allerdings mit anderer Methodik: 
tetanische Reizung, Durchstrémung, untersucht. Der Verfasser stellte fest, 
da8B sowohl Zufiigung von Calcium als auch von Magnesium eine gesteigerte 
Ermiidbarkeit verursachte, und zwar, was auffallend war, nur bei indirekter 
Reizung, wahrend er bei direkter Reizung gerade das entgegengesetzte 
Verhalten beobachtete: Es war unter Calcium- und Magnesiumzusatz die 
Ermiidbarkeit geringer als in der Normallésung. 

3) Es wurden dieselben Lésungen wie bei den Wagungsversuchen 
verwandt. 
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chloridzufiigung immer eine giinstige Wirkung, wenn die Ermiidungs- 
kurve in calciumfreier Ringerlésung geschrieben wurde. Dabei wurde 
im Verlaufe der Ermiidung dic ganze Umspiilungsfliissigkeit mit calcium- 
freier Ringerlésung vertauscht und dann allmahlich isotonische Calcium- 
chloridlésung zugesetzt. Nachfolgende Abb. 3 zeigt einen solchen Versuch. 

Es wurde nun weiter untersucht, ob eine Magnesiumchlorid- 
zufiigung bei indirekter Reizung den Einflu8 der calciumfreien Ringer 
lésung verstirken kann. Nachdem eine deutliche Knickung der Er- 
miidungskurve durch den Calciummangel verursacht war, was zu- 
weilen erst erreicht werden konnte, wenn mehrmals die Umspiilungs- 
fliissigkeit mit calciumfreier Ringerl6sung vertauscht war, um auch 
aus dem Muskel mdglichst viel Calcium herauszunehmen, wurde 
Magnesium zugefiigt. Die Ermiidungskurve fiel dann nicht starker 
ab. Das lieB sich noch besser zeigen, wenn an Stelle der calciumfreien 
Ringerlésung durch Zusatz von oxalsaurem Natrium der Kalk der 
Ringerlésung sofort ausgefallt wurde. Auch dabei verstirkte Magnesium 
die Wirkung calciumfreier Ringerl6sung nicht, wie Abb. 4 zeigt. 

Nach diesen Untersuchungen an der Ermiidungskurve des Muskels 
bei indirekter Reizung laBt sich feststellen, daB offenbar Magnesium- 
chlorid in gleicher Weise wirkt wie eine Calciumentfernung; eine Ver- 
stirkung der Wirkung calciumfreier Ringerlésung laBt sich jedenfalls 
nicht erzielen. 

Dies Ergebnis trifft aber nur fiir die Ermiidungskurve bei in- 
direkter Reizung zu. Versuche, die bei direkter Reizung des Muskels 
den EinfluB8 von calciumfreier Ringerlésung, Magnesiumchlorid und 
Calciumchlorid in der Ermiidung feststellten, lieBen einen ganz anderen 
Mechanismus der Salzwirkung am Muskel selbst erkennen. Wahrend 
calciumfreie Ringerlésung die Ermiidungskurve bei direkter Reizung 
nicht beeinfluBte, zeigten Calciumchlorid und Magnesiumchlorid, in 
bestimmter Konzentration zugefiigt, einen in gleicher Weise schidi- 
genden EinfluB. Eine antagonistische Wirkung trat nicht ein. 

Dies Ergebnis ist nicht auffallend, da nach Untersuchungen 
Hoébers') die Calciumwirkung am Muskel eine ganz andere ist als an 
den Nervenendapparaten. Wahrend am Muskel Calcium in seiner 
Wirkung durch zahlreiche andere zweiwertige Ionen ersetzt werden 
kann, ist das an den Nervenendapparaten nur in beschranktem Mabe 
durch die Erdalkalien Barium und Strontium méglich. 

Die Annahme einer Verdrangung des Calciums durch Magnesium, 
die nur fiir die myoneuronalen Verbindungen gelten kann, wird be- 
sonders durch den oben angefiihrten Versuch gestiitzt, bei dem Magne- 
sium in calciumfreier Ringerlésung bei indirekter Reizung offenbar 


1) R. Hober, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 182, 104, 1920. 
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keinen stairker schadigenden KinfluB8 ausiibt. Jedenfalls wirkt Magne- 
sium offenbar nur dann auf die Nervenendapparate, wenn die Ringer- 
lésung kalkhaltig ist; der Antagonismus Ca-Mg aber beruht darauf, 


A 


RL. 5 ecm 5 ccm 
50 com MgCl CaCl, 
Abb. 2. Schneller Abfall der Ermudungskurve nach Magnesinmabiotidentigung, Besserung nach 
Jalciumzusatz. — M. gastr. Indirekte Reizung. R.»L. = Ringerlosung. 


et ie: a ol ftrr CPL idan ere ve ree 


ails siti 
Allmahliche Zufiigung von CaCl, (je 1 cem) 


weAbD. _ Schneilere Ermiidung in Ca freier a Besserung durch Ca-Zufiigung. 
.gastr. Indirekte Reizung. R.»L. = Ringerlésung. 


4 ' ' 
R.sL. 2 com 5ecom 5 ccm 
50cem Na. oxalicum 1 Proz. MgCl. CaCly 
Abb. 4. Nach Ausfallung des Kalks mit oxalsaurem Natrium starker Abfall der Ermiidungskurve, 
der durch Magnesiumzusatz nicht verstarkt wird. Besserung durch Ca-Zufiigung. 
M. gastr. Indirekte Reizung. R.-L. = Ringerloésung. 
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da das Calcium wieder mit gréBerer vis a tergo das Magnesium ver- 
dringt. Ein solcher Mechanismus, wie er fiir Magnesium und Calcium 
durch die Ermiidungsversuche wahrscheinlich gemacht wird, ist viel- 
leicht, da eine sofortige Entionisierung des Calciums durch Magnesium 
nach den Versuchen am Froschherzen nicht zutrifft, als eine gegen- 
seitige Adsorptionsverdriingung aufzufassen!). 


Zusammenfassung. 


1. Magnesium und Calcium haben beide eine entquellende Wirkung 
auf die Fibrinflocke. Ein antagonistisches Verhalten ist nicht festzustellen. 

2. Am Muskelbrei macht Magnesium eine Quellung, Calcium eine 
Entquellung; antagonistisches Verhalten ist hier vorhanden. 

3. Am lebenden isolierten Muskel 148t sich das aber, soweit eine 
Narkose in Frage kommt, nicht nachweisen; solange Magnesium eine 
reversible Lihmung verursacht, tritt keine Quellung auf, erst bei 
irreversibler Lihmung findet sich eine Gewichtszunahme. Calcium 
bewirkt am isolierten Muskel Entquellung. 

4. Die reversible Magnesiumlihmung kann durch Calcium am 
Muskel nicht aufgehoben werden. Es ist also am Muskel kein Ant- 
agonismus vorhanden. 

5. Der Antagonismus 1a8t sich nur an der myoneuronalen Ver- 
bindung zeigen. 

6. Eine Magnesiumwirkung auf die Nervenendapparate liBt sich 
nur in calciumhaltiger Ringerlésung feststellen, in calciumfreier Lésung 
hat Magnesium keinen besonderen EinfluB. 

7. Calcium hat sowohl in calciumfreier, als in magnesiumhaltiger 
Ringerlésung eine die Ermiidung hindernde Wirkung. 

8. Die Magnesiumwirkung ist nicht als eine Entionisierung des 
Calciums aufzufassen, sondern kann am ersten durch eine Verdrangung 
des Calciums durch Magnesium in den motorischen Endplatten erklart 
werden, was sich aber selbstverstaindlich dem chemischen Nachweis 
entziehen mu, da die Mengen viel zu klein sind. 

9. Die Ausschaltung der Magnesiumwirkung durch Calcium 
beruht auf einem Ersatz des durch Magnesium verdringten Calcium, 
das fiir die Funktion der Endplatten notwendig ist. 


1) Versuche, die am Modell der Fibrinflocke in dieser Richtung vor- 
genommen wurden, verliefen allerdings negativ. Es wurde zu diesem Zweck 
eine Magnesium- oder Calciumlésung und ein Gemisch beider mit einer 
bestimmten Menge Fibrin in Beriihrung gebracht und die Konzentration 
der Lésung vor und nach der Beriihrung analytisch festgestellt. Es zeigte 
sich, daB diese unverindert blieb, also eine einfache Diffusion der Salz- 
lésungen in das Fibrin anzunehmen ist. 
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Zur Frage 
der Differenzierung tierischer und pflanzlicher Diastasen. 


Von 
Torao Koga, Osaka (Japan). 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 13. August 1923.) 


Die Frage, ob tierische Diastase identisch ist mit pflanzlicher 
Diastase, ist schon seit langem diskutiert worden und hat ihre Ent- 
scheidung erst in den letzten Jahren gefunden. 


Fiir den Unterschied zwischen beiden machte Defresne!) geltend, daB 
die Speicheldiastase bereits bei einer Temperatur von 65 bis 70°, nach 
Bourquelot*) sogar schon bei 58° unwirksam wird, wahrend Malzdiastase 
lange nicht so empfindlich gegen diese Temperatur ist. Ferner fand Miiller’), 
daB die Speicheldiastase gegen Salicylsiiure noch bei einer Konzentration 
bis zu 1 Proz. unempfindlich ist, wiahrend Malzdiastase schon in einer 
0,05proz. Lésung dieser Saéure ganzlich unwirksam wird. Von anderer 
Seite [Pugliese*)] wurde dann wieder tiberhaupt ein Unterschied beider 
Fermente bestritten und die Differenzen in ihrer Wirkung zuriickgefiihrt 
auf irgend welche Beimengungen zu den Fermentlésungen, nicht auf die 
Fermente selbst. Dieses Argument hatte durchaus seine Berechtigung, 
denn es gibt zahlreiche Beispiele in der Fermentforschung, aus denen hervor- 
geht, daB ein und dasselbe Ferment sich ganz verschieden verhalten kann, 
je nachdem sich das Milieu andert. Den tatsichlichen Beweis fiir die Diffe- 
renz zwischen tierischen und pflanzlichen Diastasen zu erbringen, ist erst 
Wohlgemuth*®) gelungen; denn er konnte zeigen, daf tierische Diastase 
durch Serum und Organprefsafte schon in groBer Verdiinnung (1: 100) 
stark aktiviert wird, wahrend Malzdiastase selbst bei Gegenwart von 
unverdiinntem Serum nicht die geringste Beeinflussung seiner Wirkung 
erkennen 1laBt. 


Im AnschluB an meine eigenen Untersuchungen iiber den Diastase- 
aktivator des Serums®) habe ich zunichst die Versuche mit Malz- 
diastase wiederholt und fiir diese sowohl Doérr- wie Griinmalz verwandt, 
das wir aus dem Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin bezogen hatten. Die 


1) EB. A. Defresne, Compar. sur la ptyaline, C. r. 89, 1070. 
2) Bourquelot, C. r. 104, 71. 

3) Miiller, Journ. f. prakt. Chem., N.F. X, 8S. 444. 

4) Pugliese, Pfliigers Arch. 69, 115. 

5) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 38, 303, 1911. 

6) 7. Koga, ebendaselbst. 
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Fermentlésung wurde so gewonnen, daB 10g Material in der Reibe- 
schale méglichst fein zerrieben und mit 50 ccm destillierten Wassers 
angerithrt wurden. Zur griindlichen Extraktion wurde das Gemisch 
unter haufigem Umriihren bis zum nachsten Tage bei Zimmertemperatur 
stehengelassen. Dann wurde der Extrakt durch scharfes Zentrifugieren 
vom Riickstande getrennt und zeigte leicht opaleszente Beschaffenheit. 
Die Wirkung dieser aus den beiden Malsorten so hergestellten Ferment- 
losungen schwankte zwischen js = 160 bis 320. 

Auf diese beiden Lésungen lieB ich nun einerseits zehnfach ver- 
diinntes Serum, andererseits die fiir die Verdiinnung des Serums ver- 
wandte Kochsalzlésung einwirken und verglich diese beiden Reihen 
mit einer solchen aus Fermentlésung + destilliertem Wasser. Dabei 
zeigte sich, so oft ich auch die Versuche mit Serum der verschiedensten 
Art und in der verschiedensten Konzentration anstellte, nicht die 
geringste Beeinflussung. 

Als Beleg fiihre ich aus meinen zahlreichen Protokollen nur je 
einen Versuch an. 





Dérrmalzextrakt 








Griinmalzextrakt | 
Fermentmenge Serum £ on bets | HO || Serum | boron. NeC) H.O 
hr pad PO com 5 1,0 cans | { ae | m0 ccm 1,0 com 
| 
1,0 + MG eee ee ee + + 
0,5 + te oe. | + ee ene 
0,25 + A Ca, tees FR ES BEET. 
0,125 + » Hanes Vk. cots SR» » Chea HRM. 
0,062 + - ee es + aie BE, x 
0,031 - + + | + + + 
0,016 — ~ — | + + + 
0.008 vine tone eee ae ie er 
0,004 — SAP, | meer wi ike | tae 
0,002 — —- | = — | — ane 
0,001 —_ ne ee ee ae ebed 
DY =| 160 160 160 320 | 320 320 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB sowohl Dérrmalz wie Griinmalz 
weder durch Serum noch durch Kochsalz in ihrer Wirkung irgendwie 
beeinfluBt werden. 

Sodann untersuchte ich, wie die Diastase von Pilzen sich dem 
Serumaktivator gegeniiber verhilt. Und zwar wihlte ich zuerst den 
Aspergillus oryzae, welcher die Takadiastase erzeugt. Sie kommt als 
gelbliches Pulver in den Handel und hat starke amylolytische Eigenschaft. 

Mit einer ] proz. Lésung stellte ich mehrere Versuche an unter 
Verwendung von teils verdiinntem, teils unverdiinntem Serum und 
von Kochsalzlésung. Das Resultat war in allen Fallen das namliche. 
Als Beleg fiihre ich einen solechen Versuch an. 
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1 proz. NaCl« 
Fermentmenge pve 4 10) P lésung a ey dest. 
1,0 com 1,0 ccm 1,0 com com 
10 + a | + + 
0,5 + | + | + + 
0,25 + | + | + Be 
0,125 + + ~ + 
0.062 dis +4 | ue as 
0,016 + + ae /- 
0,002 a + + + 
0,001 ies se a bl 
y= 2500 2500 2500 2500 


Samtliche Versuche ergaben iibereinstimmend ein negatives 
Resultat. Es lieB sich niemals auch nur die kleinste Férderung der 
Diastasewirkung konstatieren. 

Ich habe dann noch einen anderen Diastase produzierenden Pilz 
auf sein Verhalten dem Serum gegeniiber gepriift, und zwar verwandte 
ich Amylomyces Delamar, den uns freundlicherweise Herr Dr. Glaubitz, 
Abteilungsvorsteher am Institut fiir Gairungsgewerbe, zur Verfiigung 
stellte, wofiir wir ihm unseren besten Dank sagen méchten. Der Pilz 
wuchs auf einem Nahrboden, der ausschlieBlich aus Wiirzeagar bestand, 
in filz- bzw. watteartigem Zustande. Die Masse wurde mit Hilfe eines 
Spatels von dem Nahrboden abgehoben und in einer Reibeschale mit 
Wasser gut verrieben und blieb bis zum nichsten Tage im Eisschrank 
stehen. Danach wurde abzentrifugiert und mit dem Extrakt ein analoger 
Versuch angestellt wie bei der Takadiastase. Im Gegensatz zu jener 
enthielt dieses Extrakt nur sehr wenig Diastase, der Wert betrug in 
einem 24stiindigen Versuche nur De, = 8. Dementsprechend wurden 
in den einzelnen Reihen nicht je 5, sondern nur je 1,0 cem 1 proz. Stirke- 
lésung verwandt. Das Serum wurde in 100facher Verdiinnung mit 
1 proz. Kochsalzlésung und nach 30 Minuten langem Erhitzen in sieden- 
dem Wasser zugesetzt. Der Versuch wurde auf 24 und auf 48 Stunden 
ausgedehnt. Das Resultat ist aus folgender Tabelle ersichtlich. 





| Nach 24 Stunden I Nach 48 Stunden 
Extraktmenge > Aqua dest. |+ Serum (1 :100) || + Aqua dest. | + Serum (1:100) 
1,0 com 1,0 com | i0cem | 1,0 com 
1,0 os > os os 
0,5 4. + -L fi. 
0,25 + + + + 
0,125 + “+ a 
0,062 - — - 
0,031 — | ae —_ no 


79 7 379 2 379 
Dyn = 8 | D3, = 8 || Dg, = 16 | Dy, = 16 
Biochemische Zeitschrift Band 142. a 
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Auch hier sehen wir nicht die geringste Beeinflussung der Diastase 
durch das Serum. Wir haben also bei Amylomyces Delamar das gleiche 
Verhalten wie bei der Takadiastase. 

Ich habe nun weiter versucht, ob nicht ein pflanzlicher Extrakt 
eine aktivierende Wirkung auf die pflanzliche Diastase auszuiiben 
vermag. Von der Hefe wissen wir z. B., daB man durch Kochen aus 
ihr ein Co-Enzym gewinnen kann, das in hohem Mabe befahigt ist, 
die Garkraft der Hefe zu verstirken. Es war deshalb nicht unwahr- 
scheinlich, daB ein pflanzlicher Extrakt eher dazu befahigt war, pflanz- 
liche Diastase in ihrer Wirkung zu verstarken als eine tierische Flissigkeit. 

Zu diesem Zwecke stellte ich mir aus Hefe und Malz verschiedene 
Extrakte her und lieB sie auf Takadiastase und Malzdiastase wirken. 
Die Extrakte waren meist zehnprozentig und aus Hefe teils in der 
Kalte, teils durch Erhitzen, aus Malz immer durch Kochen gewonnen. 
Sie blieben jedoch stets ohne Wirkung auf pflanzliche Diastasen. Bei 
Versuchen dagegen mit tierischer Diastase (Pankreatinextrakt) war 
mit den durch Erhitzen gewonnenen Extrakten stets eine deutliche, 
wenn auch nicht starke Aktivierung zu erkennen. Mit der von mir 
in der friiheren Arbeit beschriebenen Methodik wurden an Aktivierungs- 
einheiten (A-E) fiir Hefeextrakt 8 bis 16, fiir Malzextrakt 1 bis 2 fest- 
gestellt (fiir menschliches Serum A-E = 64 bis 125). 

Die Beobachtung, daB pflanzliche Diastase von Serum in ihrer 
Wirkung unbeeinfluBt bleibt, legte den Gedanken nahe, zu untersuchen, 
wie sich die Diastase in Bakterien verhalt. Ihrer ganzen Entwicklung 
nach mu man die Bakterien zu den Pflanzen rechnen, und man muBte 
danach erwarten, daB die in ihnen enthaltene Diastase den pflanzlichen 
Typus zeigen wiirde, d. h. sie durfte weder durch Kochsalz, noch vor 
allem durch verdiinntes Serum irgend eine Beeinflussung erkennen 
lassen. 

Das Material fiir bakterielle Diastase lieferte uns Bact. coli und 
Bact. pyocyaneus. In der Regel werden diese Bakterien auf Nahrboden 
geziichtet, die auBer den iiblichen Bestandteilen noch Pepton enthalten. 
Um aber jede Beeinflussung durch tierisches Material von vornherein 
auszuschlieBen, wurden Kulturen von Bakterien auf Nahrboden an- 
gesetzt, die kein Pepton, sondern in der Hauptsache 1 Proz. Harnstoff- 
agar und einige Salze enthielten. Herr Dr. Meyer, Direktor der bak- 
teriologischen Abteilung des Rudolf-Virchow-Krankenhauses, hatte die 
groBe Freundlichkeit, fiir uns diese Kulturen anzusetzen, wofir wir 
ihm auch an dieser Stelle unseren verbindlichsten Dank aussprechen. 
Das Bakterienmaterial gewann ich so, daB ich den Rasen mit einem 
Spatel vom Nahrboden abhob und in einer Reibeschale mit wenig 
destilliertem Wasser verrieb und unter hiufigem Riihren bei Zimmer- 
temperatur einige Zeit stehen lieB. Ich benutzte fiir meine Versuche 
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stets die ganze Aufschwemmung, ohne die Bakterien abzutrennen, 
und verfuhr so, daB ich mit der Aufschwemmung zwei absteigende 
Reihen ansetzte. wobei ich zur Verdiinnung stets destilliertes Wasser 
verwandte. Die eine wurde dann versetzt mit je 1,0 cem 100fach ver- 
diinntem Serum, das durch 30 Minuten langes Erhitzen im Dampfbade 
von seinen Diastaseresten ginzlich befreit war; die andere erhielt zur 
Kontrolle in jedes Glaschen 1,0 cem destilliertes Wasser. Entsprechend 
dem natiirlich sehr geringen Diastasegehalt der Bakterienauf- 
schwemmung, gab ich zu den Glaschen 2,0cem 1 proz. Starkelésung zu, 
iiberschichtet mit Toluol, und stellte die Reihen auf 24Stunden in den 
Brutschrank. Nach Ablauf der Frist entnahm ich aus jedem Glaschen 
einen ganz kleinen Teil des Inhaltes und priifte auf Porzellanplatten 
durch Zusatz von einigen Tropfen n/50 Jodlésung den Grad des Starke- 
abbaues. Dabei zeigte sich, daB in den Serumreihen die Starkeverdauung 
unvergleichlich viel weiter gegangen war als in den entsprechenden 
Kontrollreihen. 

Die Versuche mit Bact. coli und Bact. pyocyaneus wurden je 
zweimal ausgefiihrt und ergaben stets das gleiche Resultat. Ich teile 
dasselbe in folgender Tabelle mit: 





Bact. coli Bact. pyocyaneus 
Auf- Versuch I Versuch II Versuch I Versuch Tl 
schwemmungs- 
menge 


Serum um rum 
z 100) Aaa de dest. (i: 100) | | | Tce dest. a: " ie a an 100) ape dest. 
1,0 ccm : 1,0 ccm 1 0 com i Oc 


2,0 
L5 
1,0 
0,5 
0,25 
0,125 
0,062 
0,031 


370 


a, = || 18 2 8 15 | 16 2 Os 


Aus dieser Tabelle geht ohne Zweifel hervor, daB die im Bact. coli 
und pyocysneus enthaltene Diastase schon durch die Gegenwart von 
ganz verdiinntem Serum in ihrer Wirkung sehr stark aktiviert wird. 
Wir haben also in diesen Bakterien eine Diastase festgestellt, welche 
den Typus der tierischen Diastase zeigt. 

Dieser Befund ist sehr auffallend. Denn a priori war zu erwarten, 
daB man ebenso wie in SproBpilzen auch in Bakterien eine pflanzliche 
Diastase antreffen wiirde. Das ist aber nicht der Fall. Die oben mit- 
geteilten Versuche lassen es auBer jedem Zweifel, daB Coli und Pyo- 
ceaneus eine tierische Diastase produzieren, wenngleich sie ihrem 
ganzen biologischen Verhalten nach den Pflanzen zuzurechnen sind. 
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Diese immerhin befremdliche Tatsache findet vielleicht ihre Er- 
klarung darin, daB beide Bakterien, wenngleich sie pflanzenartige 
Gebilde sind, im Tierkérper wachsen und sich fortpflanzen. Durch 
den innigen Konnex mit dem tierischen Organismus und die standige 
Aufnahme tierischer Stoffwechselprodukte haben sich vielleicht all- 
mihlich ihre Fermente dem Milieu angepaBt und Eigenschaften an- 
genommen, die sie im Anfang der Entstehung der Art nicht hatten, 
und die sie vielleicht auch nicht bekommen hatten, wenn die betreffenden 
Bakterien standig nur auf pflanzlichem Nahrboden gewachsen und sich 
fortgepflanzt hatten. 

Es wire nun interessant, zu versuchen, ob es gelingt, durch Ziichtung 
beispielsweise von Bact. coli auf pflanzlichem Nahrboden die Diastase 
so zu verandern, daB sie schlieBlich ihre tierische Eigenschaft einbiBt 
und gegen Kochsalz, besonders gegen Serum, unempfindlich wird. 
Sodann miiBte man noch andere Bakterien, die nur auf pflanzlichem 
Nahrboden wachsen, beziiglich des Verhaltens ihrer Diastase dem 
Serumaktivator gegeniiber priifen. Méglich, daB sich hier Unterschiede 
dem Bact. coli und dem Bact. pyoceaneus gegeniiber ergeben. Wie 
die Versuche aber auch ausfallen mégen, in jedem Falle haben wir in dem 
Serumaktivator ein bequemes Mittel, tierische von pflanzlichen Diastasen 
schnell und sicher voneinander zu unterscheiden. 

Die Arbeit ist zum Teil aus Mitteln bestritten, die wir der Hojimi- 
Hoshi-Stiftung verdanken. 
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Der, Fettstoffwechsel bei der Avitaminose. 


Ill. Mitteilung. 


Der Fett- und Cholesteringehalt der Leber nach der Phosphorvergiftung 
bei normalen, hungernden und avitaminésen Ratten. 


Von 
Kazuo Asada (Kioto, Japan). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 13. August 1923.) 


Meine friiheren Arbeiten (1) tiber den Fettstoffwechsel bei Avita- 
minose, wie die Untersuchungen von Susuki (2), Ogata (3), Collazo 
und Bosch (4) u.-a. haben gezeigt, daB bei dieser Krankheit Stérungen 
auftreten, die zu einer starken Fettbewegung innerhalb des Kérpers 
fiihren. Der Fettgehalt und, damit Hand in Hand gehend, auch der 
Cholesteringehalt des Gesamtkérpers nimmt ab, wobei der Gehalt 
des Blutes an den genannten Substanzen gesteigert ist. Die GréBe 
der Blutfett- bzw. Cholesterinzunahme hingt ab von dem Stadium 
der Krankheit, insbesondere von der Intensitat, mit der die Fettdepots 
mobilisiert und eingeschmolzen werden. 

In der Phosphorvergiftung haben wir nun ebenfalls ein Mittel, 
um die Fettmobilisation und die Fettbewegung im Korper zu steigern. 
Wihrend bei der Avitaminose die Oxydation herabgesetzt ist, fihrt 
die Phosphorvergiftung nach Sekita (5) zu einer kleinen Steigerung 
des Gesamtumsatzes; der Fettumsatz ist bei hungernden, phosphor- 
vergifteten Miausen wenig, bei gefiitterten Tieren aber mehr erhoht, 
wobei im letzten Falle gleichzeitig der Gesamtumsatz ein wenig trager 
als normal verlauft. 

Im wesentlichen aber haben wir es bei der Phosphorvergiftung 
mit einer Wanderung des Fettes aus anderen K6rperprovinzen zur 
Leber zu tun [Athanasiu (6)]. Da& daneben der Phosphor auch auf 
den Umsatz der Kohlehydrate, besonders des Glykogens (Athanasiu) 
wirkt, und daf dadurch sekundir auch die Fettverbrennung beeinfluBt 
werden mu8, ist einleuchtend. 
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Es war daher von Interesse, einmal das Zusammenwirken der 
beiden, die Fettbewegung steigernden Faktoren: Avitaminose und 
Phosphorvergiftung, im Experiment zu beobachten. Vielleicht gaben 
uns diese Versuche auch weitere Aufschliisse iiber das Wesen des avita- 
minésen Zustandes, wenn wir die Reaktionen des avitaminésen Kérpers 
auf einen genau definierten, krankmachenden Reiz studierten. 

Ich habe nun Versuche in folgender Weise angestellt. Ich hatte 
drei Gruppen von Ratten. Alle Gruppen bekamen dasselbe Grund- 
futter. Dieses bestand aus folgender Mischung, bei der die tigliche, 
auf ein Tier entfallende Menge angegeben ist. 


BGO Se 0a Wi & lee Gee ae . 3,0¢ 

(Géeanhliffenst: Reig. 5 4 ses oe sce Me 

MONOID 255.366 se 15 Seto 0! 0 

Se ae rarer. - Y 

Mohrrthen: (irioh) «on es ew ss OVE 
(oder getrocknet 0,4 g) 

Osborns Salzgemisch ....... . 0,3¢ 


Aqua destillata ad libitum. 


Der Reis wurde erst mit dem,Wasser gekocht, und danach wurden 
dem Reisbrei die anderen Substanzen zugesetzt. 

Die erste Gruppe (Normaltiere) bekam dieses Futter. Die zweite 
Gruppe (Hungertiere) wurde in gleicher Weise ernahrt und dann 4 Tage 
hungern, aber nicht dursten gelassen. Die dritte Gruppe (vitaminfreie 
Tiere) erhielt das namliche Futter, nur waren die Mohrriiben, der 
Reis, das Casein und das WeizeneiweiB vorher 3 Stunden bei 135° bis 
140°C, der Speck aber 5 Stunden bei 155°C autoklavisiert worden; 
der Reis war vor der Autoklavisierung noch sehr sorgfiltig gewaschen 
worden. 

Die Phosphordosis war folgendermaBen gewahlt worden. Jedes 
Tier bekam 3,3 mg Phosphor, auf 1 kg Lebendgewicht berechnet, in 
einer 1 proz. Lésung des Phosphors in Olivendl als einmalige Injektion 
subkutan unter die Riickenhaut gespritzt. Im ganzen wurden 64 Ratten 
zu den Versuchen benutzt. Es waren junge, im Wachstum befindliche 
Ratten, die verschiedenen Wiirfen entstammten. 

In Tabellen I und Ia sind zunichst die Durchschnittswerte fiir 
Fett- und Cholesterin der Leber bei Ratten von drei Gruppen zusammen- 
gestellt, die nicht mit Phosphor vergiftet worden waren. Die Zahlen 
in der Tabelle I geben den Prozentgehalt der analysierten Substanzen, 
auf die Trockensubstanz der Leber berechnet, in der Tabelle Ia auf 
die frische Substanz der Leber berechnet, an. 

Aus dieser Tabelle ergibt sich, daB der Leberfettgehalt bei den 
Normaltieren am gréBten ist. Bei den Hungertieren ist er herabgesetzt. 
Bei den vitaminfreien Tieren ist er im mittleren Stadium der Avita- 
minose so stark herabgesetzt wie bei den Hungertieren, im spateren 
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Tabelle I. 
Vitaminfreie Ti Vitaminf , 
Normaltiere 6. bis 7. Woche. “Diere " S 

getotet spont.gestorb. 13. Woche eat 
Gesamtfett. . . 4,93 3,46 3,18 4,14 3,40 
Neutralfett. . . 4,07 2,52 2,20 3,36 1,72 
Cholesterin. . . 0,86 0,94 0,98 0,78 1,69 

Tabelle Ia. 
Gesamtfett. . . 1,17 0,72 0,69 1,05 0.84 
Neutralfett. . . 0,96 0,59 0,48 0,84 0,41 
Cholesterin. . . 0,22 0,13 0,21 0,20 0,43 


Stadium der Krankheit, bei vollstandiger Avitaminose, aber wieder 
gesteigert, ohne allerdings den Wert bei den Normaltieren zu erreichen. 

Man wird nicht fehlgehen, wenn man annimmt, daB bei der Avita- 
minose die anfaingliche Abnahme des Leberfettes auf dem Schwund 
der Fettvorrate beruht, die spitere Zunahme aber ein Ausdruck der 
Degeneration des Leberparenchyms ist, bei der sich an Stelle des hoch- 
wertigen Protoplasmas minderwertiges Fett setzt. Es ist das wieder 
ein Beweis dafiir, daB trotz der Fettabnahme des Gesamtkérpers 
einzelne Organe bei der Avitaminose fettreicher werden kénnen, worauf 
schon Susuki hingewiesen hat. 

Die Cholesterinwerte gehen nicht mit den Fettwerten parallel. 
Die Leber verarmt etwas an Cholesterin progressiv mit der fortschreiten- 
den Avitaminose. Stepp (7) fand ja auch die Galle eines avitaminésen 
Hundes cholesterinfrei. Beim Hungertiere nimmt das Fett starker ab 
als das Cholesterin, das fast auf das Doppelte vermehrt ist. 


Tabelle II. 





Vitaminfreie | Hungertiere 
Normaltiere Tiere 4 Tage 
8. bis 9. Woche Hunger 


Gesamtfett. . 7,7 6,29 2.78 

Neutralfett . . 5,02 4.58 1,65 

Cholesterin . . 2,75 1,71 1,13 
Tabelle II a. 

Gesamtfett. . 1,72 1,62 0,57 

Neutralfett . . 1,12 1,19 0,33 

Cholesterin. . 0,59 | 0,42 0,23 


In den Tabellen II und Ila habe ich die Durchschnittswerte fiir die 
mit Phosphor vergifteten Tiere der drei Gruppen zusammengestellt. 
Hier wurde immer gleichzeitig mit dem spontanen Tode einer phosphor- 
vergifteten Ratte (Hungerratte) je ein Normaltier und ein vitamin- 
freies Tier getétet, die natiirlich alle zur gleichen Zeit, wie die Hunger- 
tiere, ihren Phosphor erhalten hatten. In der Tabelle IT sind die Werte 
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auf die Trockensubstanz, in der Tabelle Ila auf die frische Substanz 
der Leber berechnet. 

Aus dieser Tabelle geht hervor, da die Leber der phosphor- 
vergifteten Hungertiere am fettarmsten, die Leber der phosphor- 
vergifteten avitaminésen Tiere aber nur wenig fettarmer als die Leber 
der phosphorvergifteten Normaltiere ist, die den gréBten Fettgehalt 
hat. Ein Vergleich der Tabelle II mit der Tabelle I ergibt, daB zwischen 
dem Leberfettgehalt hungernder und phosphorvergifteter Hungertiere 
nur ein geringer Unterschied in dem Sinne besteht, daB der Leberfett- 
gehalt der phosphorvergifteten Hungertiere etwas herabgesetzt ist. 
Dasselbe fand Sekita fiir den Fettgehalt des Gesamtkérpers bei solchen 
Tieren. 

Andererseits ist aber das Leberfett der phosphorvergifteten Normal- 
tiere und vitaminfreien Tiere betrachtlich vermehrt im Vergleich zu 
dem Leberfett der nicht phosphorvergifteten Normaltiere und vitamin- 
freien Tiere. Das zeigt, daB auch noch in dem vorgeschrittenen Stadium 
der Avitaminose eine starke Fettwanderung nach und Fettaufnahme 
durch die Leber unter dem Eindruck der Phosphorvergiftung statthat. 
Die Cholesterinwerte der Leber werden ebenfalls durch die Phosphor- 
vergiftung bei Normaltieren und avitaminésen Tieren gesteigert. Die 
avitaminésen Hungertiere zeigen jedoch mit der Fettabnahme auch 
eine leichte Cholesterinabnahme der Leber nach der Phosphorvergiftung. 


Tabelle IIb. 





per he 

Normal Hunger 6. b bis 13. ‘Woche 

| In der In der In der In der | “lad der | In der 
Trockens | frischen _ Trockens | frischen | Trocken- | frischen 


substanz Substanz | substanz Substanz  substanz | Substanz 


ie SA eer es __Proz. qe Proz. | Proz. | Proz. || Proz. {| Proz. 
Gesamtfett 


Vergiftete Tiere . . . .|| 7,76 | 1,72 ae 0,57 || 629 | 1,62 
Nicht vergiftete Tiere .| 4,93 | 1,17 | 0,84 3,80 0,88 


Differenz | +.2,83 | +0,55 os — 0,27 | +2,49 | +0,74 
Neutralfett 


Vergiftete Tiere... . 5,02 112 | 1665! 033 4.58 1,19 
Nicht vergiftete Tiere . 4,07 — 0,96 | 1,72 | 0,41 2.94 0,71 


Differenz | +0,95 | +0,16 |— 0,07 |—0,08 | +164 +0,48 
Cholesterin 


Vergiftete Tiere . . 275 | 059) 11s 
Nicht vergiftete ‘Tiere ‘| 9 0.22 1.69, 
— 0,56 


Differenz rig +0,37 | 


0,23) 1,71 0,42 
043 086 0,16 


| 
| — 0,20 | +085 | +022 





b) 


Diese Tabelle zeigt, daB nach gleicher einmaliger Phosphorvergiftung 
und gleicher Lebensdauer nach der Phosphorinjektion die Leber der 
Hungertiere an Gesamtfett, Neutralfett und Cholesterin verarmt im 
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Vergleich zu der Leber nicht vergifteter Hungertiere, da aber die 
Leber phosphorvergifteter avitaminéser Tiere an allen diesen Sub- 
stanzen reicher wird im Vergleich zu der Leber nicht phosphorvergifteter 
avitaminéser Tiere. Hier zeigt sich also ein deutlicher Unterschied 
zwischen dem Verhalten des avitaminésen und des einfach hungernden 
Ko6rpers bei der Phosphorvergiftung. Im Vergleich zu normal ernahrten 
phosphorvergifteten Tieren zeigen die avitaminésen Tiere nach der 
Phosphorvergiftung eine stiirkere Zunahme des nicht oxydierten Neutral- 
fettes und eine geringere Zunahme des Cholesterins in der Leber. 

In der Tabelle III und IIIa habe ich die Durchschnittswerte aller 
derjenigen Tiere zusammengestellt, bei denen die Analyse der Leber 
erst gemacht wurde, nachdem die Tiere infolge ihrer Phosphorvergiftung 
spontan gestorben waren. In der Tabelle III sind die Werte auf die 
Trockensubstanz, in der Tabelle Illa auf die frische Substanz der 
Leber berechnet. 

Bei der Durchfiihrung dieser Versuche zeigte sich nun die auf- 
fallende Tatsache, daB die avitaminésen Tiere eine sehr stark gesteigerte 
Empfindlichkeit gegen Phosphor erkennen lieBen. Die einmalige Dosis, 
die ein avitaminéses Tier etwa innerhalb 24 Stunden tétete, (0,0009 g 
Phosphor pro 100g Tiergewicht) muBte in wiederholten Injektionen, 
fiinf- bis sechsmal an verschiedenen Tagen, bis im ganzen auf das 
Zehnfache gesteigert werden, um ein Normaltier schlieBlich auch zu 
téten. Die Hungertiere verhielten sich wie die avitaminésen Tiere. 


Tabelle III. 





Avitaminése 


Avitaminose | Hungerti 
Normaltiere gg natn 2 3 a 
Gesamtfett. . | 14,95 18,86 2,40 
Neutralfett. . | 13,33 17,46 175 
Cholesterin . . || 1,62 1,39 0,65 
Tabelle Illa. 
Gesamtfett. . 4,77 Gis | 0,64 
Neutralfett. . 4,30 5:8 | 0,48 
Cholesterin . . 0,49 045 | 0,16 


Das merkwiirdigste an dieser Tabelle ist die enorme Fett vermehrung 
der Leber der avitaminésen Tiere nach der Phosphorvergiftung im 
Spatstadium der Krankheit, in dem allerdings auch schon, wie die 
Tabelle I zeigte, der Fettgehalt der Leber ohne Phosphorvergiftung 
sich stark dem Fettgehalt der Leber des nicht phosphorvergifteten 
Normaltieres nihert. Die Neigung zur Fettansammlung in der Leber 
in diesem Stadium der Avitaminose wird also ganz betriachtlich ver- 
stirkt durch die Phosphorvergiftung. Die Leber ist in diesem avita- 
minésen Stadium praktisch glykogenfrei. Nun steht nach Sekita und 
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Rosenfeld (8) die Fettverbrennung im engen Zusammenhang mit der 
Kohlehydratverbrennung. Fett werde im Feuer der Kohlehydrate 
verbrannt, sagt Rosenfeld. 

Vielleicht haben wir hierin den Schliissel zum Verstiaindnis meiner 
Beobachtung. Alles noch mobilisierbare Fett des Kérpers strémt bei 
diesen starken Phosphorvergiftungen den sich verfettenden Organen, 
und insbesondere der Leber im avitaminésen Organismus zu, aber 
eine Verbrennung findet wegen des Glykogenmangels nicht statt wie 
bei vitaminhaltig ernahrten Korpern. Nach Sekita ist selbst nach 
intrarektaler Phosphorvergiftung bereits 24 Stunden spiter das Bild 
der Phosphorvergiftung des ganzen Ko6rpers vollstandig ausgeprigt. 
Das zeigen auch meine Versuche an den avitaminésen Ratten bei 
subkutaner Phosphorzufuhr. Da die avitaminésen Tiere schon 
24 Stunden nach der Phosphorinjektion starben, hatte die Leber auch 
schon gar keine Zeit, das ihr zugefiihrte Fett bei dem durch die Avita- 
minose an sich schon herabgesetzten Oxydationsvermégen zu_ver- 
brennen. Dazu kommt dann noch, wie ich schon sagte, der Glykogen- 
mangel als verstirkendes Moment. 

Wenn wir nun sehen, daB bei der Phosphorvergiftung die Fett- 
deponierung in der avitaminésen Leber noch in so ausgedehntem Mabe 
moglich ist, dann kénnte man daraus einen Widerspruch zu meinen 
friiheren Beobachtungen iiber das herabgesetzte Fettstapelungs- 
vermégen des Koérpers bei der Avitaminose herleiten. Dagegen kann 
man aber einwenden, da trotz einer an sich vorhandenen Herab- 
setzung dieses Vermégens bei der Avitaminose dennoch unter dem 
Eindruck eines so gewaltigen Reizes, wie ihn die Phosphorvergiftung 
hervorruft, diese Funktionsschwiche der Zelle iiberkompensiert zu 
werden vermag, und daB meine friihere Beobachtung nicht fiir akut 
degenerierende Zellen zutrifft. 

Bemerkenswert ist ferner, daB bei dieser starken Phosphorzufuhr 
der Cholesterinwert der Leber eine gréBere Hohe erreicht, jedenfalls 
héher wird, als er dem entsprechenden Avitaminosestadium zukommt, 
wenn keine Phosphorvergiftung vorliegt. Man muB hier die avitaminésen 
Tiere in der 12. bis 13. Woche der Krankheit in der Tabelle III und I 
vergleichen. 

Die Hungertiere in der Tabelle III verhalten sich im wesentlichen 
wie diejenigen der Tabelle IJ, nur da der Cholesteringehalt der ersten 
ein wenig geringer ist. 

Bei meinen Versuchen habe ich die Analysenwerte sowohl auf die 
Trockensubstanz, wie auch auf die frische Substanz der Leber berechnet. 
Es verlohnt sich, da ich ja iiber eine gréBere Zahl von Trockensubstanz- 
bestimmungen der normalen, wie der avitaminésen Leber, wie auch der 


Leber von Hungertieren verfiige, noch einige Worte zu den Veranderungen 
im Wassergehalt der Leber bei diesen verschiedenen Zusténden zu sagen. 
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In der folgenden Tabelle IV ist der prozentige Wassergehalt der Leber 
bei den verschiedenen Tiergruppen zusammengestellt. 


Tabelle IV. 





Vitaminfr. Tiere | Vitaminfr. Tiere Wicaciesthieds 
Normaltiere | 6. bis 7. Woche |12. bis 13. Woche 4T meng mal 
der Krankheit | der Krankheit | age ng 


H,O-Gehalt d. Leber.) 76,8 Proz. 81,3 Proz. 74,6 Proz. 75,3 Proz. 


Aus dieser Tabelle IV ergibt sich, da die Leber der Ratten im mittleren 
Stadium der Avitaminose etwas (etwa 4,5 Proz.) wasserreicher, und in dem 
spateren Stadium der Krankheit ein wenig (etwa 2,2 Proz.) wasseriirmer als 
normal wird. 

Morinaka (9) hat bei Versuchen im hiesigen Laboratorium bei Ratten 
folgende Werte fiir den Wassergehalt der Leber gefunden: 


Normal ernahrte Tiere . ......... . 76,60 Proz. 
81% Wochen vitaminfrei ernihrte Tiere. . . 77,55 ,, 

Die Morinakaschen Ratten standen hinsichtlich der Dauer der Krank- 
heit zwischen meinen Tieren der 6. bis 7. Woche und meinen Tieren der 
12. bis 13. Woche. Der Wassergehalt der Leber hatte bei den Morinaka- 
schen Ratten also den Héhepunkt schon iiberschritten, aber er war immer 
noch tibernormal groB (+ 0,95 Proz.). 

Aus allen diesen Beobachtungen geht hervor, daB durch die Avitaminose 
iiberhaupt nur sehr geringfiigige Schwankungen im Wassergehalt der Leber 
hervorgerufen werden. Das gleiche gilt auch fiir den Gesamtkérper, wie 
Morinaka (10) schon frither gezeigt hat. Im Hungerzustande, und zwar bei 
kurzfristigem Hunger, sinkt der Wassergehalt der Leber ein wenig (etwa 
1,6 Proz.). 

Uber die Veranderungen des Wassergehaltes der Leber bei der Phosphor 
vergiftung gibt folgende Tabelle V Aufschlu8. 


Tabelle V. 








r : Vitaminfr. Ti : 
Normaltiere Mey g Woche Hungertiere 


H,O-Gehalt d. Leber. 77,5Proz. 68,7 Proz. 79,9 Proz. 
Hiernach nimmt der Wassergehalt der Leber nach der Phosphor- 


vergiftung bei den Hungertieren deutlich zu, bei den vitaminfreien Tieren 
stark ab, bei den Normaltieren bleibt er fast unverandert. 


SchluBfolgerungen. 


1. Der Gesamtfettgehalt der Leber sinkt im Verlaufe der Avita- 
minose, um gegen Ende der Krankheit wieder etwas anzusteigen, eine Er- 
scheinung, die man als Ausdruck der eintretenden Organverfettung 
ansprechen kann. Nach viertaégigem Hungern erreicht der Fettgehalt 
der Leber vorher normal ernahrter Tiere einen Wert, der dem Fettgehalt 
dieses Organs in den mittleren Perioden der Avitaminose entspricht. 
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2. Der Cholesteringehalt der Leber ist beim Hungertiere deutlich 
vermehrt, bei der Avitaminose nimmt er aber progressiv mit der fort- 
schreitenden Krankheit ab. 

3. Nach der Phosphorvergiftung vermindert sich der Gesamt- 
fettgehalt der Leber beim Hungertiere. Die Leber des Normaltieres 
und des avitaminésen Tieres wird fettreicher. Bei starker Vergiftung 
und rasch erfolgendem Tode ist der Gesamtfettgehalt der véllig avita- 
mindsen Leber hoéher als derjenige der noch starker vergifteten normalen 
Leber, wobei aber zu bemerken ist, daB die Lebensdauer des vergifteten 
Normaltieres bedeutend linger war als die des avitaminésen Tieres, 
so daB also bei ersterem aus diesem Grunde schon, ganz abgesehen 
von der héheren Oxydationskraft beim Normaltiere, wie dem Gly- 
kogenreichtum der Leber beim Normaltiere, Gelegenheit zu gesteigerter 
Fettverbrennung gegeben war. Das von der avitaminésen Leber auf- 
genommene Fett wird also weniger verbrannt. 

4. Der Cholesteringehalt der Leber phosphorvergifteter Normal- 
tiere zeigt eine inkonstante Steigerung, derjenige der Leber phosphor- 
vergifteter, avitaminéser Tiere eine Steigerung, der der hungernden 
Tiere eine Herabsetzung. 

5. Der avitaminése Organismus und der hungernde Korper zeigen 
beide gegen Phosphor eine stark gesteigerte Empfindlichkeit im Ver- 
gleich zu den Kérpern von normal ernaihrten Tieren. Auch ein Vergleich 
dieser Ergebnisse mit der Blutfettanalyse bei Phosphorvergiftung, 
die ich in meiner zweiten Mitteilung veréffentlicht habe, zeigt, daB 
bei der Avitaminose mit der Vermehrung des Leberfettes auch eine 
Vermehrung des Blutfettes einhergeht, was man als Fettstauung im 
Blute deuten kann. Nur in noch spiteren Stadien der Krankheit 
(111. Tag), in denen ich Leberanalysen nicht gemacht habe, ist der 
Blutfettgehalt bei Phosphorvergiftung herabgesetzt, offenbar weil 
tiberhaupt kaum mehr mobilisierbares Fett im K6rper vorhanden ist, 
und das vorhandene Blutfett von den verfettenden Organen absorbiert 
wird. — Im normalen Organismus ist der Blutfettgehalt nach der 
Phosphorvergiftung normal bei gesteigertem Fettgehalt der Leber, 
offenbar weil die verfettenden Organe und insbesondere die Leber 
alles in Zirkulation geratene Fett sofort in entsprechendem Umfange 
aufnehmen. 

7. Der Wasserprozentgehalt der Leber avitaminéser Tiere ist im 
mittleren Stadium der Avitaminose (6. bis 7. Woche) um etwa 4,5 Proz. 
héher, im spiteren Stadium (12. bis 13. Woche) um etwa 2,2 Proz. 
niedriger als normal. Nach der Phosphorvergiftung nimmt der Wasser- 
gehalt der Leber bei den Hungertieren zu, bei den avitaminésen Tieren 
stark ab, bei den Normaltieren bleibt er unverindert. 
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Uber die Verteilung der Fette und der Lipoide in den Leberzellen 
bei allen diesen Tieren, die ich bei den Versuchen der vorliegenden 
dritten Mitteilung benutzt habe, werde ich in einer spiateren Mitteilung 
berichten. 


Methodik zur Fettbestimmung in Lebern. 
I. Extraktion des Fettes. 


Das Gewicht der frischen Leber wird bestimmt. Die Leber bzw. ein 
kleiner gewogener Anteil derselben wird vorsichtig auf dem Wasserbade 
getrocknet und hernach bis zur Gewichtskonstanz im Vakuumexsikator 
aufbewahrt. Die getrocknete Lebersubstanz wird in einem Morser zu feinstem 
Pulver zerrieben und wiederum gewogen. 

Zur Analyse werden etwa 0,1 bis 0,2 g des Leberpulvers analytisch 
genau abgewogen. Die Wagung geschieht auf einem Stiickchen Filtrier- 
papier, das vorher durch griindliches Auskochen mit Alkohol entfettet 
und hernach an der Luft getrocknet ist. Die abgewogene Lebersubstanz 
wird in dieses Papierstiickchen briefartig eingewickelt. 

Die Extraktion erfolgt in einem etwa 250 ccm fassenden Rundkélbchen, 
das einen eingeschliffenen Riickflu8kiihler tragt und auf einem Wasserbad 
erwarmt wird. Die eingewickelte Substanz wird in dem Kélbchen mit etwa 
25 cem Petrolather (Kahlbaum, zur Fettbestimmung, Siedepunkt 50 bis 60°) 
libergossen und mindestens 6 Stunden lang am RiickfluBkiihler ausgekocht. 
Nach der Extraktion wird der Ather in einen 50-cem-MeBkolben iiber- 
gespilt, der Siedkolben mit einigen Kubikzentimetern Petroléther nach- 
gespilt und der MeBkolben mit Petrolather bis zur Marke aufgefiillt. 


II. Bestimmung des Gesamtfettes. 


Von den 50 cem Petrolither werden 5 ccm in ein trocknes, entfettetes 
Becherglas von etwa 200 ccm einpipettiert. Hierzu wird 1 ccem Iproz. 
NaOH zur Emulgierung des Fettes hinzugefiigt. Das Becherglas wird 
auf einem elektrischen Sandbade bis zur vélligen Trockne erhitzt, und zwar 
ist darauf zu achten, daB keine Spur eines Petrolathergeruches mehr wahr- 
genommen werden darf. Es ist ratsam, zum besseren Verdunsten des Athers 
das Becherglas mit einem Tuch zu umwickeln. 

Zu dem trockenen Riickstand wird leccm einer n/10 Chromsaure 
lésung mittels einer Bangschen Mikrobiirette hinzugefiigt. Die n/10 Chrom- 
saurelésung wird aus 4,9083 g Kaliumchromat, die in 10 ccm konzentrierter 
H,SO, gelést werden, durch Auffiillen mit Aqua dest. ad. 1000 ccm her- 
gestellt. 

Nach Zufiigen der Chromsiurelésung werden 5ccem konzentrierter 
H,SO, zugegeben. Durch Reduktion der Chromsaure durch das Fett 
schlagt die gelbe Farbe der Chromsiure in Griin um. Entsteht eine voll- 
kommen griine Lésung, so zeigt dies, daB alle Chromsaure verbraucht ist. 
Man gibt daher in diesem Falle weiter je 1 cem Chromsaurelésung hinzu. 
Nach Anwendung von 2 ccm Chromsiurelésung miissen fiir jedes weitere 
Kubikzentimeter Chromsaurelésung noch je 2,5 cem konzentrierter H,SO, 
hinzugegeben werden. Man faihrt so lange mit der Zugabe von Chromsaure 
und der entsprechenden H,S0O,-Menge fort, bis die Lésung einen deutiich 
gelbgriinen Farbenton zeigt. Man li8t die Mischung mindestens 15 Minuten 
stehen. Darauf wird sie mit Aqua dest. auf etwa 150 ccm verdiinnt. 1 ccm 
5proz. Jodkaliumlésung wird zugefiigt, worauf die Lésung mit einem 








re 


piece Ne 





reste samme 
Tae 





174 K. Asada: 


Uhrglas bedeckt etwa 2 Minuten stehen gelassen wird. Nach Hinzufiigen 
von einigen Tropfen lproz. Starkelésung, die man sich durch Auflésen 
von loéslicher Starke in 10cem H,O und Auffiillen mit gesattigter KCI- 
Lésung hergestellt hat, wird das entstandene freie Jod mit n/10 Natrium- 
thiosulfatlésung zuriicktitriert. Der Umschlag erfolgt scharf von Blau in 
Hell-Wassergriin. Die Titration erfolgt mit Bangscher Mikrobiirette. 
Der Titer der Thiosulfatlésung soll stets am gleichen Tage gegen die 
Chromsaurelésung eingestellt werden. Die verbrauchten Kubikzentimeter 
Thiosulfatlésung werden von den angewandten Kubikzentimetern Chrom- 
saurelésung abgezogen. Diese Zahl dividiert durch den Faktor 2,45 mal 10 
gibt die in der Lebersubstanz extrahierte Fettmenge in Milligrammen. 
Uber Korrektur dieses Wertes durch Leerbestimmung siehe weiter unten. 


III. Bestimmung des Neutralfettes. 


5cem der atherischen Fettlésung werden in ein trockenes, entfettetes 
Reagenzglas einpipettiert. mit 0,1 cem 4% proz. alkoholischer Digitoninlésung 
versetzt, auf dem Sandbade leicht erwirmt und zugestopft 24 Stunden 
stehengelassen. Hierdurch wird das Cholesterin ausgefallt. Hiernach wird 
die Lésung durch ein kleinstes entfettetes Rundfilterchen in ein Becherglas 
abfiltriert. Reagenzglas und Filter werden mit wenigen Kubikzentimetern 
Petrolather nachgespiilt. Das Filtrat wird nach Zugabe von 1 cem Iproz. 
Natronlauge genau so weiter behandelt, wie bei der Bestimmung des Gesamt- 
fettes beschrieben. Die bei der Berechnung erhaltenen Milligramme Fett 
geben die in der Leber extrahierten Mengen von Neutralfett an. 


IV. Bestimmung des Cholesterins. 


Die Differenz zwischen Gesamtfett und Neutralfett gibt direkt die 
vorhandene Menge Cholesterin. 


V. Allgemeines zur Methodik. 


Alle Bestimmungen miissen in tadellos entfetteten GefaBen vor- 
genommen werden, zu welchem Zwecke alle benutzten Glasgerite iiber 
Nacht in Bichromat-Schwefelséure gestellt werden. Filtrierpapier und 
Filter diirfen nach dem Entfetten nicht mit den Fingern, sondern nur mit 
Pinzetten beriihrt werden. Alle Reagenzien sind als analytisch rein Kahlbaum 
anzuwenden. 

Zur Korrektion der erhaltenen Werte sind mehrere Leerbestimmungen 
mit den angewandten Reagenzien vorzunehmen. Meistens wird hierbei eine 
geringe Menge Chromatlésung reduziert werden. Der Durchschnitt dieser 
GréBe aus mehreren Leerversuchen muB bei der Fettbestimmung beriick- 
sichtigt und von der bei dieser verbrauchten Chromséuremenge in Abzug 
gebracht werden. 


Analysentabelle. 


In der folgenden Tabelle ist jeder Versuch mit seinen besonderen Be- 
dingungen einzeln aufgefiihrt. In dem vorstehenden Text habe ich mich nur 
auf die Durchschnittswerte der Analysen der verschiedenen Versuchsgruppen 
bezogen, soweit dieselben auch in diesen Analysentabellen angegeben sind. 
Zur Durchschnittsberechnung wurden nur diejenigen Tiere einer Gruppe 
verwandt, bei denen die Versuchsbedingungen vollig gleiche waren. 
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63 
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I. Nicht phosphorvergiftete Gruppe. 





2 || 
33 | 


63 


65 | 


32 


52 


59 || 
60 


Nr. der Ratte 


mg in 100 mg 








Kérper. Lebers 35 Gesamtfett Neutralfett Cholesterin 
~~ 
Datum | gewicht gee 3. ti NS) SN Le fa N Bemerkungen 
F Pe cbt ceeisis ceeleee 
fg g |Proz.| © * — : Shcetee: ye 
Normal ernahrte Tiere. 
15. ILI. | 106,50 4,93 | 78,4 346/095 2,71 0,69 0,75 | 0,24 
21. T1I. | 123,48 | 7,40 | 75,7 5,80 1,40 428 1,01 152 036 | 
6.1V. | 107,08 5,51 69,6 5,82 1,75 4,72 147 110 033 
6.IV. | 92,45 4,92 71,5 3,75) 1,05 3,04 0,85 0,71 0,20 | 
10.I1V. | 79,32 5,18 | — 434 — |402) — 032) — Getétet 
21.1V.! 74,80, 4,75 | 78,8 4,07 0,84 3,35 0,70 0,72 0,15 
21.1V.; 62,10 5,04 | 78,1 §,82 | 1,27, 5,32 1,16 0,50 | 0.11 
24.1V. 53,12 4,16 81,2 804/150 7,03 131 1,01 0.19 | 
24. IV. | 71,57 5,17 81,4 3,25 0,60 2,14 0,57 1,11 0,19 
Durchschnittlich 76,8 | 4,93 1,17 4,07 | 0,96 0,86 | 0,22 
21. ITT. 119,05 7,63 | 77,0) 2,65 0,60)'2.46 5,50 0,19 | 0,46 || Getotet (3 Tage vor der 
‘ Analyse 3 Junge gew. 
Starke Abnahme des 
Leberfettgehaltts am 
Ende d. Schwangersch.) 
Vitaminfrei ernahrte Tiere. 
6. IT. 98,00 | 580 — 3,07, — |/1,16' — /191) — — 
5. IV. | 49,50| 4,01 79,1 3,81 0,80 2,89 0,61 0,92 0,19 Getotet (am 49.Veruchs 
| 
24. IV. | 38, 12) 2,42 84,0 3,79 060 3,38 053 0,41 |0,076 Getotet (am 45.Versuchs- 
5.IV. | 31,80) 2.43 80,8 3,15 0,77 2,63 0,64 0,52 0,13 Getdtet (am 45, Versuchs- 
i ; : aM. tage) 
Durchschnittlich 81,3 3,46 0,72 2,52 | 0,59 | 0,94 '0,13 
5. IV. | 65,58 | 3,75 72,5 8,72 2,44 7,72 2,16 1,00 0,28 | Bei probeweiser Blutent- 
nahme zu anderem 
| Zwecke an Halsvene 
| te : i __||__ zieml, starker Blutver!. 
||20. IV. | 30,78 | 2,32 | 77,5 | 3,34 | 0,73 || 2,62 | 0,57 0,72 0,1 0,16 gd on 45. Vers 
} suchstage 
21 IV. 38,00 2,22 81,5 3,37 0,59 2,27 0,40 1,10 0,19 _ Gestorben (am 45. Ver 
stage 
loutv.. 38,30 2,70 73,9 2,83 0,74 1,71 0,46 1,12 0,28 | Gestorben (am 45. Ver- 


~Durehschnittlich 77,6 0,6 
(74,2)|3,29/ 0,83 


3 | 15. TIT. | 108,48 | 5,35 


77,6 | 3,18 (0,69 





sucbstage) 

2,20 0,48 0,98 | 0,21 

2,58 | 0,65 | 0,71 | 0,18 Cae (am 86.Versuchs- 
t 

4,57 | 1,20/| 1,01 | 0,27 Getotet (am 92.Versuchss 





ot He III. 75,99 | 3,63 | 73,25 (1,50 - 
20 || 21. IIT. | | 138,94, 6,53 (76,4 aaa 0,82 2,93 | 0,68 | 0,62 | 0,14 Getter (am 92.Versuchs 
| | . “ 
Darchachnittlich 74,6 | 4,14 | 1,05 | 3,36 084 0,78 0,20 
Hungertiere (vier Tage). 
23 |/27. III. 60,52 | 1,85 | 71,6 3,35 0,92) 1,14 | 0,31| | 2,21 0,61 ,“aelee 125,6 g. 
29/28. 11T. | 59, 33 | ae el Fay 3,52 0,97) 2,00 | 0,55 | | 1,52 | 0,42 | | oo 112,4 g. 
50 18. IV. 82,50 | 8 81,5 3,34 0,62 2,01 | (0,36. |1,33 0,25 | | aa 155,5 g. 
| } | Ss ¢ i s 
a ~Darehachnitelich” 75,3 | 3,40 | 0,84 | 1,72 | 0,41 1,69 0,43 | 
51 || 19. IV. | 145,00 | 3,20 | 78,7 | 2,73 | 0,57 | 2,01 | 0,42 0,72 | 9,15) Anfangsgewicht: 225.9 g. 
| | | Gest. n. d. 10tag. Inani- 
tion (2 Tage v. d. Anas 
lyse 3 Junge geworfen) 
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II. Phosphorver fete Gru 
og Phosph bi (Ip P.Olive él ‘ShRES pes: ) aaa 
os orgabe roz, Is iveno. . | 
Ne cet “ Gewinn | Wasser: 
Anfangs« End> | oder Verlust | Leber- Ficteeth de Gesanitfe 
der |  gewicht Zeit und Menge | gewicht | des Kérpere | gewicht P — 
Ratte Datum gewichts Leber a pod oo 
g ccm g g g | Proz. ppstanz s 
Normal fhihrte T 
49 || 100,00 || 3p 15. 0,033 98,50| — 150 | 598 | 790 fig 
55 | 160,50 || 3p 16. 0053 1 152,80 | — 7,70 | 743 | 786 §535 
56 | 85,20 || 3p 15. 0,028 102,50 + 17,30 | 7,06 | 750 [ese 
Durchschnittlich 77,5 176 | 
25 67,44 3p 15. 0,060 1), | 7494) + 7,50 | 
74,94 3p 22. 0,060 1 | 2 | 85,10) + 10,16 
85,10 3p 29. 0060 11 | 85,56) + 0,46 
85,56 3p 5. 0,060 1/2 | 105,30 | + 19,74 
| 105,30 2p 18. 0,120 1/2 | 115,50} + 10,20 | 
| 115,60 | 2p 25. 0240 1) | 10193} —1357 | 597 732 fhiog | 
26 108,34 3p 15. 0,097 1,8 | 13550 + 27,16 
135,50 3p 22. 6,097 1| | 14261 + 7,11 | 
142,61 3p 29. 0,097 1,3 | 160,00 + 17,39 
160,00 | 3p 5. 0190 1 | 2 | 155,90) — 410 | 
155,90 2p 18. 0380 1)» | 13868 —17,22 | 698 705 [367 | 
38 106,94 3p 16. 0,090 1 105,30 — 1,64 | 
105,30 3p 22. | 0,090 1 « | 10161 — 3,69 
101,61 3p 29. 0,100 1]8 | 12580 + 24,19 
125,80 2p 5. 0150 1$2 | 11060 — 15,20 
110,60 5p 18. 0300 1/2 | 12000 + 9,40 
120,00 Ip 2. 0,500 | 1]. || 125,70} + 5,70 
125,70 3p 8. 0.500 1 | 12480 — 090 662 635 [R91 
Durchschnittlich 69,1 14,95 
i} one 
5 77,50 | 4p 31.1. 0,030 \\a | 70,90 — 660 | | | 
76,90 || 4p 13. | 0040; ifn || 7200) + 110] 523 | — 3.93 
8 4884 | 4p 3LT | 0020 = 1) 2 | 4814 — 0,70 
48,14 4p 13.11. 0,030 1'= | 6060! + 246 
50,60 | 4p 2211 | 0050 1)” | 4750) — 310 | 3,25 | 775 [sas 
11 | 107,94 3p 16.11 0,060 -1).3 | 115,20 + 7,26 | 
115,20 4p 22.11. 0,060 13 | 92,80 | — 22,40 
92,80 5p 2.111. 0,100, 1)% | 12144) +2864 651 | 75,1 5,98 
18 | 175,80 3p 15.111. 0,100 1\2 | 160,60) — 15,20 
160,60 2p 18.111. 0200 {Nn | 161,20 + 060 1320 | 694 [377 
31 | 125,30 3p 25.111. | 6,042  1\2¢ | 11060) — 14,70 
110,60 2p 2.1V. 0,084 1)/n | 12620 +1560 664 | 748 6,68 
36 130,50 | 3p 25.1TT. 0,043 1). | 125,00 — 5,50 
125,00 3p 2.IV. | 0085 1/4 | 12530) + 030 
125,30 4p 8.IV. | 0170 1/> | 132950 + 7,20 7,22 | 69,0 [i336 
| | 
40 78,40 | 4p 8IV. | 00% 1 80,75 + 235 458 | 652 fi495 
i] | | 
44 140,00 4p 8.IV. | 0046 | 1) | 12550| — 14,50 
125,50 8p 15.IV. | 0090 | 1/N | 131,45 | + 595 | 7,86 | 76,4 9,63 
46 | 155,20 | 4p 8.IV. | 0,052 | 1-2 | 160,70| + 5,50 | | 
160,70 3p 15.IV. | 0100 | 1/5 | 157,35) — 3,35 | 9,04 = 913 | 
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fete Gruppe. 
mg in 100 mg 
Gesamtfett Neutralfett Cholesterin 
Bemerkungen 
in der in der in der in der || in der in der 
rockens frischen Trockens | frischen || Trockens | frischen 
bstanz Substanz substanz Substanz || substanz Substanz 
iahrte Tiere. 
11,12 2,34 7,92 1,67 3,20 0,67 Um 9a 18. IV. getétet 
5,35 1,13 1,72 0,35 3,63 0,78 | Um 9% 21. IV. getétet 
6,82 1,69 5,41 1,36 1,41 0.33 Um 9,5a 21. 1V. getétet 
Lie. 1° A 5,02 1,12 2,75 0,59 
1,28 3,06 8,45 2.30 2,83 0,76 Um 7p 27. IV. gestorben 
13,67 | 4,00 13,32 3,99 0,35 0,088 | Um 5p 26. IV. gestorben 
19.91 y 3 18,21 6,62 1,70 0,62 | Friihmorgens 9. V. gestorben 
14,95 4,77 13,33 4.30 1,62 0,49 
i 
3,93 | — 2,83 — 1,10 _ Um 9a 14. II. gestorben 
8,35 1,90 6,75 1,50 1,60 0,37 Friihmorgens 23. II. gestorben 
5,98 1,50 5,83 1,40 0,15 0,025 | Um 8a 5. III. gestorben 
13,77 4,20 || 11,92 | 3,70 1,85 0,37 Um 3p 19. IIL. gestorben 
6,68 166 | 5,61 1,41 1,07 0,25 Um Ila 3. IV. getétet zur Kon- 
trolle von Nr. 30 
13,36 4,15 12,81 4,00 0,55 0,16 Um Ila 9.1V, getétet zur Kon- 
trolle von Nr. 37 
14,95 5,35 14,25 5,09 0,70 0,25 Um 2 10. IV. getétet zur Kon- 
\ trolle von Nr. 39 
9,63 240 | 883 | 2,20 0,80 0,20 Um Ip 16.1V. getdtet zur Kon 
} trolle von Nr. 43 
1] } 
eae 5 seine Um Ip 16. IV. getétet zur Kon- 
9,13 | 8,52 a ‘wel e€ von Nre45, —e 
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178 K. Asada: 
II. Phosphorvergift¢ 
- | Phosphorgabe (1 proz. P-Olivendl) | TY ie 
Nr. || Anfangss | | End. | oder Verlust Leber- e 
der gewicht i Zeit und Menge | Injektions- | gewicht | des Kérpers | gewicht gehalt 
Ratte;| | Detun sehl | gewichts | Lebe 
Vitaminf 
48 53,20 || 3p 15.IV. | 0018 | 1 56,50 | +230 | 3,14 | 82, 
il } | | 
57 | 76,50 | 3p 15.IV. | 0,025 | 1 || 80,20; +3,70 | 454 | 62: 
58 | 68,00 | 3p 15.IV. | 0,023 ee. | 75,00} +7,00 | 456 | 713 
| | ; e % ‘ + se % wey | 
Rae _Durchsehnittlich 68,7 
14 || 65,50 || 3p 15.111. | 0,060 1 63,00 | —2,50 | 351 | 834 
. 87,50 | 4p 15.111 | 0079 1 85,70 | —1,80 | 3,50 | 68) 
16 || 87,60 | 3p 15.111. | 0,080 | 1 85,00 | —260 | 352 | 70, 
Durchschnittlich 74.) 
3 || 57,50 4p 31.1. | 0,020 1 56,90 | — 060 | 2.06 
4 53,94 | Mittag8. II.) 0025 | 1 50,61 | —339 | 2,70 
6) 59,94 || 3p 16.11. | 0,050 | 1 5494 — 500 | 2,82 i 
7 || 67,00 4p 22.11. | 0,040 l 62,50| —450 | 356 | 524 
9 62,89 4p 31.1. 0,020 1 )% 6144 | — 1,45 
61,44 4p 13.II. | 0050 | lj}e 63,00 | + 1,56 
| 6300 | 4p 22.11 | 0060 | 1J= | se49| —451 | 361 | 68) 
10 54,94 3p 16.11. | 0050 | 1 4950 | — 5,36 | 3,57 7715 
17 107,44 3p 7.11. | 0050 | 1)§ | 11244] + 5,00 
|| 112,44 3p 16.11. | 0,050 1/5 12100 | + 856 | 
121,00 4p 22.11. | 0,060 | 1,8 | 119,97) — 1,03 
11997 | 3p 2111. | 0.070 1|2 130,00 +1003 _ 
130,00 2p 18.111. | 0,150 1’ =| 113,60) —1640 | 5,93 694 
30 62,00 3p 25.111. | 0020 | 1)¢ 49.50 | —12,50 ; 
49.50 2p 21IV. | 0040 | Ifa 4123} — 827 | 306 79, 
37 || 71,60 || 3p26.111. | 0023 | 1). 65,40 | — 620 
| 65,40 || 3p 2IV. | 0,045 13 6080 — 460 
60.380 | 4p 8.IV. | 0090 | 14)” 59,90 —090 3,93 55.0 
39 || 4820 4p 8.IV. | 0,014 1 50,25 | + 2,05 | 3,01 72,5 
43 | 58,20 4p 8.IV. | 0,020 1 \e 60,00 | + 1,80 
| 60,00 3p 15.IV. | 0,040 | 1fa 56,35 | —365 | 552 | 795 
45 | 73,10 4p 8.1IV. | 0,025 | 1)<2 65,20 | — 7,90 
| 66,20 | 3p 15.IV. | 0050 | 1fa 64,45 | —0,75 | 6,72 — 
in. 4tiig, akon 
Beginn Hung. Hungertie 
47 |105,60/65,30|| 3p 15.IV. | 0,020 1 || 4490 | —2040 | 1,53 | 83,0 
53 |110,50/68,30) 3p 15. IV. | 0,025 1° | 67,98; — 1,02 | 324 | 82,5 
54 |120,60'85,40/ 3p 15.1V. | 0,030 1 || 6856, —1684 | 255 | 74.3) 
be Durechschnittlich 79,9 
24 79.50 42,30 3p 16.111. | 0038 | 1 | 40,72); — 1,68 | 1,62 72,8 
27 || 69,70/46,60), 3p 15.11. | 0042 | 1 | 4587 —073 | 168 | 71,1 
28 || 90,90/50,30) 3p 15. TIT. | 0045 | 1 46,33 | — 397 | 151: | 72,95 








~ Durehsehnittlich 72,33 
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rgifte 


W as 
gehalt 


Leb 


Pro. 


o 


minf 
82. 


mg in 100 mg 
Gesamtfett Neutralfett Cholesterin 
n der ia in der in der in der in der in der 
ckens | frischen || Trocken-s | frischen Trockens | frischen 
bstanz | Substanz \ substanz Substanz substanz | Substanz 
mahrte Tiere ea : : 
384 | 1,57 7,46 | 1,32 1,38 0,24 
392 | 1,85 332 | 1,56 0,60 0,29 
612 | 143 | 2,95 0,69 3,17 0,74 
629 | 1,62 458 | 1,19 1,71 0,42 
789 | 6,24 17,23 4,98 0,66 0,26 
275 «| =«(7,18 20,15 | 6,35 2,60 0,83 
593 | 4,77 15,01 4,50 0,92 0,27 
886 | 6,73 | 1746 | 528) 139 | 045 
ss | — 381 | — 1,72 oo 
46 | — 13}; — 0,22 — 
0,78 — 10,55 — 0,23 —_ 
118 | 6,30 10,35 | 4,90 0,83 0,38 
P93 46 430 13,12 420 0,34 0,096 
mo47 | 198 7,32 1,73 1,15 0,25 
93,35 2,58 7,73 2.41 0,62 0,17 
74.68 0,95 3,75 0,77 0,93 0,19 
8,34 3,72 7,82 3,51 0,52 0,23 
448 1,19 412 | 11 0,36 0,81 
4,74 0,97 Soe 1,15 0,25 
442 _ 3,02 =e 1,40 — 
Tage) 
238 | 0,40 1,42 0,24 0,96 0,16 
2,67 0,47 1,80 0,31 0,87 0,15 
3,30 | oes. | 174 | 044 | 1,56 0,34 
278 | 067 || 165 | 0,33 1,13 0,23 
1,78 | 0,46 043 | O11 1,35 0,35 
259 | 0,70 231 | 0,66 0,28 0,056 
282 | 0,77 251 | 0,69 0,31 0,083 
175 | 0,8 0,65 0,16 
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ppe (Fortsetzung). 

















™40 | (0,64 


Bemerkungen 


(Am 60, Versuchstage vergiftet.) 
Um 9a 18. IV. getotet 

(Am 60, Versuchstage vergiftet.) 
Um 9a 21. IV. getotet 


| (Am 60. Versuchstage vergiftet.) 


Um 9a 21. IV. getotet 


(Am 86. Versuchstage vergiftet). 
Um 4p 16. Ill. gestorben 

(Am 86. Versuchstage vergiftet.) 
Um 10a 16. III: gestorben 

(Am 86. Versuchstage veryiftet.) 
Um 8a (?) 16. IIL. gestorben 


(Am 49, Versuchstage vergiftet.) 
Um 7a (?) 6. IL. gestorben 

(Am 51. Versuchstage vergiftet.) 
Um 7a 9. II. gestorben 

(Am 59. Versuchstage vergiftet.) 
Um 7a (?) 17. IL. gestorben 

(Am 65, a vergiftet.) 
Fribmorgens 23. Il. gestorben 


(Am 67. Versuchstage vergiftet.) 
Frihmorgens 24, Il. gestorben 
(Am 72. Versuchstage vergiftet.) 

Um Ip 28. II. gestorben 


(Am 50. Versuchstage vergiftet.) 
Um 6a (?) 20. Ill. gestorben 


(Am 42. Versuchstage vergiftet.) 
Frihmorgens 3. 1V, gestorben. 
Siehe Nr. 31 


(Am 42. Versuchstage vergiftet.) 
Um 10a 9. IV. gestorben. Siehe 
Nr. 36 

(Am 53. Versuchstage vergiftet.) 
Um Ip 10. IV. gestorben. Siehe 
Nr. 40 

(Am 53. Versuchstage vergiftet.) 
Um 8a 16. IV. gestorben. Siehe 
Nr. 44 

(Am 53. Versuchstage vergiftet.) 
Frihmorgens 16. IV. gestorben. 
Siehe Nr. 46 


Um 8,5a 18, IV. gestorben 


Um 9a 21. IV. gestorben 
Um 8a (?) 21. IV. gestorben 


Um 9a (?) 16. III. gestorben 
Frihmorgens 17. III. gestorben 
Frihmorgens 17, Ill. gestorben 
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Uber Galaktose-schwefelsiure. 


Von 
S. Akamatsu. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiirexperimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 2. August 1923.) 


Die Verbindungen der Zuckerarten mit Schwefelsiure haben in 
neuerer Zeit ein besonderes Interesse erlangt, sowohl in biologischer 
als auch in rein chemischer Hinsicht. Man kann die Schwefelsiure- 
ester der Zuckerarten auf verschiedene Weisen bereiten: durch Ein- 
wirkung von Kalium-pyrosulfat auf die alkalische Lésung nicht redu- 
zierender Zucker) oder durch Schiitteln der wiisserigen Lésung_ be- 
liebiger Zuckerarten mit kohlensaurem Kalk und einer Chloroform- 
lésung von Chlorsulfonsiure!), oder durch Einwirkung von Chlor- 
sulfonsiure auf die Lésung von Kohlenhydraten in wasserfreiem 
Pyridin?), oder auch durch Behandlung mit Sulfurylchlorid an Stelle 
von Chlorsulfonsiure *). 

Die bisherigen Untersuchungen sind zumeist mit dem Zwecke 
ausgefiihrt worden, Mono-schwefelsiure-ester der Zuckerarten zu ge- 
winnen. Ich unternahm es, zu priifen, ob auch mehrere Schwefel- 
siureester in das Zuckermolekiil eingefiihrt werden kénnen, und 
wahlte fiir diesen Zweck die Galaktose. Dabei verzichtete ich auf 
jedes Lésungsmittel fiir den Zucker und verfuhr folgendermafen: 

In eine trockene weithalsige Pulverflasche von 300ccm Inhalt 
wurden 60ccm Chlorsulfonsiure eingefillt und mit 80ccm reinem 
Chloroform verdiinnt. Alsdann wurden 20g d-Galaktose, die vorher 
im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet worden waren, 
unter Kiihlung der Glasflasche in kleinen Portionen eingetragen. Nach 


1) Neuberg u. Pollak, diese Zeitschr. 26, 514, 1910; Ber. 48, 2060, 1910. 

2) Neuberg und Liebermann, diese Zeitschr. 121, 326, 1921; Ohle, 
ebendaselbst 181, 601, 1922. 

8) Neuberg und Pollak, ebendaselbst 28, 517, 1910; Helferich, Lowa, 
Nippe und Riedel, H. 128, 141, 1923. 























182 S. Akamatsu: 


Aufhéren der lebhaften Entwicklung von Salzsiure wurde das GefiB 
in einem Exsikkator tiber Calciumchlorid im Eisschrank aufbewahrt. 
Innerhalb 3 Tagen schied sich eine dunkelrétliche teigige Masse ab, 
wahrend sich die dariiber stehende Chloroformschicht gleichfalls rétlich 
firbte. Die Chloroformlésung wurde abgegossen und die halbfeste 
Substanz so oft mit wasserfreiem Chloroform gewaschen und durch- 
geknetet, bis alle freie Chlorsulfonsiure méglichst entfernt war. 

Alsdann wurde die teigige Substanz portionsweise mit einem Glas- 
stabe langsam in eisgekihltes gesattigtes Barytwasser, das etwas 
Bariumcarbonat als Bodenkérper enthielt, eingetragen. Durch all- 
mihliche Zugabe von Barytwasser wurde dafiir gesorgt, daB die Reaktion 
stets leicht alkalisch blieb und niemals sauer wurde. Nach dem 
Einbringen des letzten Anteils der rohen Galaktose-schwefelsiure wurde 
die ganz schwach alkalische Reaktion vorsichtig mit verdiinnter Schwefe]- 
siure beseitigt. Die filtrierte Fliissigkeit wurde im Vakuum bei einer 
Badtemperatur von 40° eingeengt, nachdem ein wenig Bariumcarbonat 
hinzugefiigt worden war, das etwa abgespaltene Schwefelsiure sofort 
unschidlich macht. Nach Konzentration auf 80 ccm wurde die hell- 
gelbe Flissigkeit filtriert und unter kraftigem Rihren sehr langsam 
in absoluten Alkohol eingetropft. Fiir diese erste Abscheidung sowie 
fiir die nachfolgenden Umfallungen wurde die Menge des Alkohols 
stets so bemessen, dafi der Gehalt an Weingeist 80 Proz. ausmachte. 
Die zuerst ausgefallene Substanz war bereits luftbestandig und kérnig, 
schloB jedoch noch Barjumchlorid ein. Sie wurde in wenig Wasser 
gelést und dreimal in der beschriebenen Weise mit Alkohol wieder 
niedergeschlagen. Es resultierte ein farbloses Pulver, das zum SchluB 
mit absolutem Alkohol und wasserfreiem Ather gewaschen und im 
Exsikkator aufbewahrt wurde, Die Ausbeute an diesem Material 
betrug 58 g. 

Das Bariumsalz léste sich klar in Wasser. Es war frei von Halogen. 
Die wisserige Lésung konnte kurze Zeit ohne Zersetzung gekocht 
werden ; bei Zugabe von Salzsiure schied sich schnell Barjumsulfat aus. 

Ammoniakalischer Bleiessig erzeugte starke Fallung; heibe Fehling- 
sche Mischung wurde reduziert. 

Im festen Zustande erlitt die Verbindung schon bei 60° Zer- 
setzung; sie wurde daher im Vakuum bei Zimmertemperatur tber 
Phosphorpentoxyd getrocknet, wobei sie in 3 Wochen Gewichtskonstanz 
erreichte. Die Analyse zeigte, daB das normale Bariumsalz einer Galak- 
tose-tetra-sulfosdéure vorlag. 

Schwefelbestimmung: 0,6230 g Substanz gaben 0,7095 g BaSQ,. 

Bariumbestimmung: 0,4099 g Substanz gaben 0,2295 g BaS0Q,. 

C,H,0,(S0,), Ba, . 3 H,O. Ber. S = 15,55 Proz., Ba = 33,30 Proz. ; 

gef. S = 15,64 Proz., Ba = 33,00 Proz. 
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Galaktose-schwefelsaure. 183 


Eine 5- und 25proz. Lésung des Bariumsalzes wurde weder von 
frischer Hefe noch Trockenhefe in Girung versetzt. Mit Sulfatase!) 
aus Aspergillus oryzae war bisher keine Spaltung zu erzielen. 

DaB tatsichlich das Bariumsalz einer Galaktose-tetra-schwefelsiure 
vorlag, lies sich durch die Uberfiihrung in das Kaliumsalz erweisen, 
das ich im Gegensatz zu dem Bariumsalz in wasserfreier Form erhielt. 

Fir die Darstellung des Kaliumsalzes wurden 10 g reines, wasser- 
haltiges Bariumsalz in wenig Wasser gelést und mit der berechneten 
Menge konzentrierter Pottaschelésung versetzt. Es entstand zuerst 
eine gallertige Masse, die beim Umriihren mit dem Glasstabe sich in 
leicht filtrierbares Bariumcarbonat verwandelte. Der Niederschlag 
von BaCO, wurde abgesaugt und mehrfach mit wenig Wasser aus- 
gewaschen. Die schwach gelb gefarbte Lésung des Kaliumsalzes wurde 
unter starkem Riihren in so viel Sprit eing>tragen, daB der Gehalt 
desselben 80 Proz. ausmachte. Das Kaliumsalz fiel als flockige Masse 
aus, die, abgenutscht, mit absolutem Alkohol und wasserfreiem Ather 
gewaschen wurde. Nach dem Trocknen im Vakuumexsikkator iiber 
Schwefelsiiure wurden 6,7 g Kaliumsalz oder rund 85 Proz. der Theorie 
erhalten. 

0,4245 g Kaliumsalz gaben 0,2256 g K,S0O,, 
0,2905 g 3g » 09,4162 ¢ BaSQ,, 
0,1763 g - 0,0927 g K,S0,, 
0,1637 g ‘i 0,2355 g BaSO,, 
0,2231 g gs »  0,1184g K,SO,, 
0,1499 g ‘a », 0,2156g BaSQ,. 
Cg Hg 0g (S05), Ky: 
Ber. S = 19,65 Proz., K = 23,96 Proz.; 
gef. S= 19,68 ,, K = 23,85 
» &=19,76 , K= 23,50 ,, 
» &=10% , K= 38) ,, 

Das Kaliumsalz zersetzte sich gegen 200°. Es reagierte véllig neutral, 
gab keinen Niederschlag mit Chlorbariumlésung, enthielt also weder 
Pottasche noch abgespaltenes Kaliumsulfat. Die wiisserige Lésung 
war optisch rechtsdrehend: 

[el] Dp = + 41,79 
(a = 1,02°, /= 1, ¢ = 2,443). 
(%]p,. = +41,6° 
(a = 1,349, | = 2, c = 1,610). 
Die Untersuchung soll fortgesetzt werden. 


1) Diese Zeitschr. 140, 295, 1923. 





Uber das Vorkommen 
yon Glycero-phosphatase in der ,,Takadiastase“. 


Von 
S. Akamatsu. 


(Aus dem KaiserWilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 3. August 1923.) 


Die ,,Takadiastase‘‘, der Fundort so vieler Fermente, enthalt 
auch eine kraftige Phosphatase, die glycerin-phosphorsaure Salze 
zerlegt. 

Die Wirksamkeit wird durch nachstehende Versuche illustriert. 

5 g glycerin-phosphorsaures Natrium (kiufliches Salz) wurden in 
500 ccm Wasser gelést und mit 0,5g Takadiastase sowie mit 5 ccm 
Toluol versetzt. Als Kontrolle diente ein Gemenge, das 0,5g des 
gleichen Fermentmaterials nebst 5ccm Toluol auf 500 ccm Wasser 
enthielt. 

Beide Proben befanden sich in Glasstépselflaschen und wurden 
im Brutschrank bei 37° aufbewahrt. Die zunehmende fermentative 
Hydrolyse wurde folgendermafen festgestellt : 

50,0cem wurden zu Beginn und dann fortlaufend nach gutem 
Umschiitteln abpipettiert und mit Magnesiamischung gefillt. Das 
abgeschiedene Ammonium-Magnesium-phosphat wurde in gewohnter 
Weise als Magnesium-pyrophosphat zur Wigung gebracht. Gleich- 
zeitig wurde der Phosphatgehalt in der Kontrollprobe ermittelt; dies 
war erforderlich, da die verwendete Takadiastase kleine Mengen 
Phosphorsiure abgab; diese Menge anderte sich jedoch nach 24 Stunden 
nicht mehr. 














| ——_MaaPs0 | MeP2 0; 
Nech Tegen | im Hau) ste | ‘im Kontroll- ah Tee im Haupt- im Kontroll- 
versuc. ansatz versuc | ansatz 
——————— ———— nist = SS — l | 
0 | 0,0060 0,0069 6 0,1481 0,0080 
1 0,0755 0,0085 9 i 0,1589 0,0082 
2 0,1032 0,0082 12 | 0.1618 |  0,0080 
3 0,1285 0,0077 14 \ 0,1610 0,0081 
5 | 01418 | 0,0075 
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Eine 1 proz. wisserige Lésung des von mir verwendeten glycerin- 
phosphorsauren Natriums erwies sich bei zweiwéchentlicher Digestion 
ohne Ferment, aber mit Zugabe von Toluol, als vollkommen bestindig ; 
sie spaltete keine Phosphorsiure ab. 

Aus voranstehender Tabelle geht hervor, daB nach 12 Tagen 
82 Proz. des Glycerophosphats zersetzt waren; die in 50,0 ccm ent- 
haltenen 0,5g des Salzes lieferten nimlich nach Soda-Salpeter- 
Schmelze 0,1875 g Mg, P,O,, eine Menge, die ungefahr der Zusammen- 
setzung C,;H;(OH),.0.PO(OQNa), + 4H,O entsprechen wiirde. 

Schon friiher ist Glycero-phosphatase in Pilzen gefunden, und 
zwar von Neuberg und Karczag!) in der Hefe; auch in Samen hoherer 
Pflanzen ist das Ferment nach Nemec?) verbreitet. 


1) Neuberg und Karczag, diese Zeitschr. 36, 60, 1911. 
2) Nemec, ebendaselbst 93, 96, 1919. 








Uber Lecithinspaltung durch ,,Takadiastase“. 


Von 
S. Akamatsu. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 3. August 1923.) 


Die im folgenden mitgeteilten Versuche lehren, daB nicht nur?) die 
synthetisch bereitete Glycerin-phosphorsiure, die vielleicht ein Ge- 
misch der #- und $-Form ist, sondern auch die natiirlich vorkommende, 
im Lecithin enthaltene Glycerin-phosphorsiure von Takadiastase 
hydrolysiert wird. Gleichzeitig werden auch die Fettsiurereste des 
Lecithins aus ihrer Bindung an Glycerin in Freiheit gesetzt. 

Die Lésung von 5g Eigelblecithin (der Firma Riedel) in 5 ccm 
Methylalkohol wurde mit destilliertem Wasser auf 200 ccm verdiinnt. 
Alsdann wurden 0,5g Takadiastase und 3ccm Toluol hinzugefiigt. 
Nach Digestion der gut emulgierten Mischung im Brutschrank bei 
.37° wurde die eingetretene Zerlegung durch Ermittlung der zunehmen- 
den Aciditait kontrolliert. 

Zu diesem Zwecke*) wurden 20,0 ccm des jeweils sorgfaltig durch- 
geschiittelten Gemenges abpipettiert, mit 40 ccm absolutem Alkohol 
versetzt und mit n/l10 NaOH und Phenolphthalein als Indikator 
titriert. Verbraucht wurden: 


zu Beginn des Versuchs ... 4,9ccm n/10 NaOH 
MN A AMO ooh eee wl tie Be gas ” 
” 2 Tagen tae Oar a me ay ee ee 10,9 ,, ” ” 
ee ee ea a eas ie | ape ae ¥ 
Se RM les SO rigs ta ame ge eo a io ay Gee * 
ig atk Meee ae ac Hee oo ae rae ” 
Bir Stato ag Meeegins ig tier oe ai co Eee ’ 
” 9 Ee, gay PNG ic ae ae 15,8 Pr ” ” 
Se, Chas Samira ae oe eet “ 


1) S. Akamatsu, diese Zeitschr. 142, 184, 1923. 

*) Ganz genau ist dieses Vorgehen wohl nicht, da sich die lipoiden 
Substanzen in Toluol etwas lésen; im ganzen war aber die Verteilung als 
gleichmaBig zu betrachten. 
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Wie man sieht, war nach 9 Tagen der Abbau zum Stillstand ge- 
kommen. 

Um Auskunft dariiber zu erhalten, ob an der Zunahme der Aciditat 
auch die Abspaltung von Phosphorsiure beteiligt ist, mit anderen 
Worten, ob auch die Grundsubstanz des Lecithins, die aktive Glycerin- 
phosphorsiure!), vom Ferment angegriffen wird, habe ich direkte Be- 
stimmungen der anorganischen Phosphorsiure vorgenommen und 
ging dabei folgendermaBen vor: 

Eine wie oben bereitete 214 proz. Lésung von Lecithin in methyl- 
alkoholhaltigem Wasser wurde mit den dort angegebenen Mengen 
Enzym sowie Toluol versetzt. Nach jeweils gutem Umschiitteln wurden 
je 20,0ccm der bei 37° digerierten Mischung abpipettiert, mit der 
dreifachen Menge Alkohol versetzt, mit Ammoniak alkalisch gemacht 
und mit Magnesiamixtur gefillt. Um mitgerissene fettige Kérper 
zu entfernen, wurde das Filter samt dem Niederschlage an der Luft 
getrocknet und dann 5 Stunden in einer Soxhlethiilse mit einem sieden- 
den Gemisch von 1 Teil Alkohol und 9 Teilen Ather extrahiert. Der 
auf dem Filter befindliche Riickstand wurde nunmehr in verdiinnter 
Salpetersiure gelést; daraif wurde filtriert und die anorganische 
Phosphorséure nach Reinigung tiber die Molybdanverbindung in ge- 
wohnter Weise gravimetrisch als Mg,P,O0, zur Wiigung gebracht. 

Gefunden wurden: 


Kine gleich konzentrierte Lésung meines Lecithins war nach 
Toluolzugabe bei Aufbewahrung im Brutschrank ohne Fermentzusatz 
sehr bestindig. Bei derselben Aufarbeitung entstand an der Stelle, 
wo mit Ammoniummolybdat gefillt wird, iiberhaupt kein Niederschlag, 
sondern nur eine gelbliche Verfirbung. Bei einem Gehalt des Lecithins 
von rund 4 Proz. Phosphor ist die Spaltung gemaiB den oben mit- 
geteilten Befunden weitgehend; sie belief qh auf etwa 70 Proz. 


1) R. Willstatter und K. Liidecke, Ber. 37, 3753, 1904. 





Phytochemische Reduktion in der Cyclohexanreihe. 
Von 
S. Akamatsu. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 7. August 1923.) 


Die phytochemische Reduktion der Carbonylgruppe ist bei einer 
Anzahl von aliphatischen und aromatischen Aldehyden und Ketonen 
verwirklicht worden. Genauere Untersuchungen an Ringketonen 
sind jedoch bislang nicht vorgenommen. 

Um festzustellen, ob diese Reaktion, die ein so bedeutendes bio- 
chemisches Interesse bietet, auch bei zyklischen Gebilden durchfithrbar 
ist, habe ich eine Substanz aus der Zyklohexanreihe der Einwirkung 
von giirender Hefe unterzogen. MaBgebend fiir die Wahl war die Uber- 
legung, daB der Cyclohexanring vielen Korpern aus der Campher- 
und Terpenreihe zugrunde liegt und daB die Abkémmlinge des Cyclo- 
hexanons gewissermafen die einfachste Form eines Campherderivats 
darstellen. 

Benutzt wurde das o-Methyl-cyclo-hexanon, das man durch kata- 
lytische Hydrierung des o-Kresols gewinnt. Als Ausgangsmaterial 
verwendete ich eine von der J. D. Riedel A.-G. in Berlin bezogene 
Substanz; dieselbe muB vorher einer Reinigung unterworfen werden, 
da sie wechselnde Mengen des zugehérigen Alkohols, des o-Methyl- 
cyclo-hexanols, enthalt. Zu diesem Zwecke wurden 60g des Priaparats 
mit Ather verdiinnt und wiederholt mit Natriumbisulfitlésung aus- 
geschiittelt. Die vereinigten wisserigen Bisulfitausziige wurden mit 
festem, gepulvertem Natriumbicarbonat im Uberschu8 versetzt. Mit 
Wasserdampf wurde darauf das in Freiheit gesetzte o-Methyl-cyclo- 
hexanon tibergetrieben und sodann aus dem Destillat in Ather ge- 
sammelt, iiber gegliihtem Natriumsulfat getrocknet und nach Verjagen 
des Athers destilliert. Das reine o-Methyl-cyclo-hexanon ging bei 
162° iiber. Es war optisch inaktiv. 
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Der Verlauf der phytochemischen Reduktion wird durch folgendes 
Beispiel gekennzeichnet. 
In drei Glasflaschen von je 4 Liter Inhalt wurden je 400 g Starke- 
sirup (80 Proz. Zuckergehalt) in 2,5 Liter Wasser gebracht. Mit je 
500 g Hefe wurde die Girung eingeleitet. Sobald sie lebhaft geworden 
war, wurden 25g des o-Methyl-cyclo-hexanons auf die drei GiargefiBe 
verteilt, indem es langsam eingetropft wurde. Eine erhebliche Hemmung 
der Garung durch das Keton konnte ich nicht bemerken. Als am 
niichsten Tage die Gasentwicklung schwicher geworden war, wurden 
in jede Flasche weiter 200g Hefe gebracht. Die GirgefaBe kamen 
darauf in den Brutschrank, wihrend sie die ersten 24 Stunden im 
Zimmer verweilt hatten. Nach 4 Tagen wurde das Giirgut so lange 
mit Wasserdampf destilliert, als das Ubergehende noch Triibung auf- 
wies. Von den Destillaten wurden zwei Drittel abdestilliert und das 
zuriickbleibende Drittel mit Ather ausgeschiittelt. Das Destillat wurde 
wieder anreichernd auf ein Drittel konzentriert und der Riickstand 
abermals mit Ather extrahiert. Diese Konzentrierung wurde noch 
einmal vorgenommen. Das zuletzt erhaltene Destillat wurde sodann 
mit Kaliumcarbonat gesittigt. Die sich abhebende Fliissigkeit wurde 
zusammen mit den atherischen Ausziigen nach Trocknung tiber Natrium- 
sulfat am vierkugeligen Birektifikator eingeengt. Die zuriickbleibende 
élige Flissigkeit wurde in Ather aufgenommen und dreimal mit reich- 
lichen Mengen starker Natriumbisulfitlésung zwecks Entziehung un- 
verinderten Ketons durchgeschiittelt. Die atherische Schicht wurde 
nunmehr mit Wasser gewaschen und iiber Pottasche getrocknet. Nach 
Abtreiben des Athers am Birektifikator wurde der Riickstand destilliert. 
Von 162 bis 164° gingen 2,8 g und von 165 bis 170° gingen 9,5 g iiber. 
Wenn ich nur die zweite Portion als rein betrachte, belief sich die 
Ausbeute an o-Methyl-cyclo-hexanol auf 38 Proz. 
DaB tatsichlich der Alkohol vorlag, und zwar frei vom Keton, 

ergab sich daraus, daB meine gereinigte Substanz im Gegensatz zum 
Ausgangsmaterial nicht mehr mit p-Nitro-phenyl-hydrazin reagierte 
und stark optisch aktiv war. Im 1-dm-Rohr zeigte die Substanz Rechts- 
drehung von 26,0° (im Durchschnitt von zwei Versuchen). Daraus 
berechnet sich 

[a]p = +28,18° 

(a = 26,00°, 1 = 1, d = 0,923). 


Die Analyse lieferte folgende Werte: 
0,1514 g Substanz; 0,4054 g CO, und 0,1637 g H,0O. 
C,H,,0: Ber. C = 73,61 Proz., H = 12,28 Proz.; 

gef. C= 73,03 , H=12,01 ,, 
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Wahrend das Ausgangsmaterial, das o-Methyl-cyclo-hexanon, 
optisch inaktiv war, wies, wie erwahnt, das Umwandlungsprodukt, 
das o-Methyl-cyclo-hexanol, 

/OH,—CH.CH, 
CH ~CH.OH, 
CH,—CH, 
Rechtsdrehung auf. Analog den friiheren Erfahrungen!) tiber den 
asymmetrischen Verlauf phytochemischer Reduktionen wird auch bei 
der biochemischen Umformung des untersuchten Ringketons eine 
optisch aktive Form erzeugt. 


1) Neuberg und Ringer, diese Zeitschr. 90, 388, 1918; Neuberg und 
Lewite, ebendaselbst 91, 257, 1918; Newberg und Kerb, ebendaselbst 92, 
96, 1918; Farber, Nord und Neuberg, ebendaselbst 112, 313, 1920; Neuberg 
und Nord, ebendaselbst 52, 2237 und 2248, 1919. 
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Uber Sulfatase. II. 
Von 
C. Neuberg und K. Linhardt. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


Vor kurzem haben C. Neuberg und K. Kurono!) mitgeteilt, daB 
in der Takadiastase ein bis dahin unbekanntes Ferment enthalten ist, 
das phenolitherschwefelsaure Salze in die Komponenten zu zerlegen 
vermag. Bekanntlich sind die aromatischen Atherschwefelsiuren Be- 
standteile des normalen Harns und finden sich oft in gesteigerter Menge 
in pathologischen Urinen. Als Stoffwechselprodukte sind somit diese 
Athersulfate weit verbreitet. In Anbetracht des Interesses, das man 
dem neuen Enzym, der Sulfatase, entgegenbringen darf, ist im hiesigen 
Institut eine ausgedehntere Untersuchung dariiber im Gange, auf 
welche gepaarte Schwefelsiuren sich die spaltende Kraft der Sulfatase 
erstreckt. Wir haben, nach der Phenolverbindung, als weiteren Ver- 
treter dieser Kérperklasse die p-Kresolschwefelsdure gepriift. Diese 
Substanz kommt nimlich in der Natur besonders reichlich vor; man 
findet sie in gréBeren Mengen als die Phenolatherschwefelsiure. Offenbar 
tritt die Spaltung des Tyrosins, das als eine Hauptquelle der Harn- 
phenole zu betrachten ist, starker im Sinne der mit —-—-—- bezeich- 
neten Richtung ein als nach dem durch die punktierte Linie wieder- 
gegebenen Modus: 

! 
CH,—iCHNH,—COOH 

' 

Ke 


S 


Ee oh 
OH 


1) C. Neuberg und K. Kurono, diese Zeitschr. 140, 295, 1923. 
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Zu unseren Versuchen bedienten wir uns des reinen p-kresol- 
schwefelsauren Kaliums, das wir synthetisch nach der von EH. Czapek') 
fiir die Veresterung des einfachen Phenols angegebenen Arbeitsweise 
bereiteten. Die reine Verbindung ist, im Gegensatz zu den anders 
lautenden Angaben von FZ. Baumann?), vollkommen bestiindig; sie 
wird insbesondere beim Aufbewahren nicht verseift. 

Die lproz. Lésungen des p-kresolschwefelsauren Kaliums werden 
durch das Ferment schnell hydrolysiert. Bereits nach einer Stunde ist 
deutliche Abspaltung von Schwefelsiure zu erkennen. 

Allem Anscheine nach ist die Takadiastase nicht sehr reich an 
Sulfatase; denn eine Spaltung von p-kresolschwefelsaurem Kalium 
zu einem Drittel wurde nur mit einer der Substratmenge gleichen 
Enzymquantitaét in 17 Tagen erzielt. Nach 48 Stunden war erst 
rund ein Viertel des p-kresolschwefelsauren Kaliums zerlegt. Wurde 
die Fermentmenge auf den fiinften Teil verringert, so erreichte man 
in 24 Stunden eine Zerlegung von etwa 10 Proz. 

Wenn die Sulfatase auch offenbar nicht in sehr hoher Konzen- 
tration in der Takadiastase enthalten ist, so kommt ihr dagegen eine 
groBe Bestindigkeit zu. In einem aus der Vorkriegszeit stammenden 
Priparat von Takadiastase (Darsteller: Parke, Davis & Co., London) 
war die Sulfatase noch deutlich vorhanden. 

Versuche, die Fermenttitigkeit durch Anderung des Milieus zu 
steigern, hatten bisher keinen Erfolg. Zugaben von Magnesiumcarbonat 
oder Natriumacetat setzten den Umfang der Hydrolyse in der Zeit- 
einheit herab. Auch ein saurer Puffer, Essigsiure + Natriumacetat, 
erwies sich nicht als giinstig; die Beeintrachtigung war jedoch geringer 
als bei den erwahnten alkalischen Zusatzen. 

Unter dem Einflu8 der Sulfatase wird aus dem p-kresolschwefel- 
sauren Kalium zugleich mit der Schwefelsiure ihr Paarling, das 
p-Kresol, abgespalten. Destilliert man das fermentierte Gemisch tiber 
Calciumcarbonat, so geht freies p-Kresol iiber, das mit Bromwasser 
oder Millons Reagens leicht nachgewiesen werden kann. 

Die Versuchsanordnung war ahnlich der in der ,,ersten Mitteilung 
iiber Sulfatase“‘ beschriebenen. In allen Versuchen wurde 1 Proz. 
Toluol zur Wahrung der Sterilitaét zugefiigt. In Kontrollserien ohne 
Enzym wurde die Bestindigkeit der wisserigen Lésungen von p-kresol- 
schwefelsaurem Kalium bei mehrwéchiger Digestion im Brutschrank 


1) EB. Czapek, Chem. Centralbl. 1914, II, 830. 
*) E. Baumann, H. 2, 341, 1978. 
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festgestellt. Auch das benutzte Fermentmaterial gab keine Sulfat- 
ionen ab. Die Analysen sind in allen Fillen so vorgenommen worden, 
daB die abgespaltene Schwefelséure mittels alkalischer Barytmischung 
entfernt und im Filtrat die unzerlegt gebliebene Menge gepaarter 
Schwefelsiure ermittelt wurde. 

Die Einzelheiten ergeben sich aus nachstehenden Ubersichten : 


J. 


5,0g kresolschwefelsaures Kalium, 500ccm Wasser, 1,0g Ferment, 
5g Toluol; Temperatur 37°. 


Nach 1Tag ....... 9,25 Proz. Spaltung 
ir i. Ramen Ser ‘ 
bd Cpe Sa aga eg ‘a 
OU Sue ear ee eta era “a 
Pe ESP RSG RUS aa =o 
Oe, Sie Oe eres) eee y 
ge): See oe ras ere 4 
ip RE a ES » 
neat Sapte een nama |” tees me 
i BOS 
ee ee wa we ee eee a 
PAO a Ce koe ee ee » 
bi IR eke a Le a ike Ss 

I. 


1,0g p-kresolschwefelsaures Salz, 100 ccm Wasser, |g Toluol, 
1g Ferment; Temperatur 37°. 


Nach 2Tagen. .... . . 24.82 Proz. Spaltung 
ek gy i Srhe ace ys eae ee 
” 8 ” ik Se ace OK ede hee 29,94 9 o° 
US | Ack. oes ran Aa ae, gaa % 
TI, 


1,0 g p-kresolschwefelsaures Salz, 95 ccm Wasser, 5ccm Puffer-gemisch *), 
0,1g Ferment, 1g Toluol; Temperatur 37°. 


Nach 1 Tage....... 7,81 Proz. Spaltung 
ee NR oS ac a »» 
AE My (hace Nore mr sad: < akeee ” 
Re eo hia ee ey rae. 
IV. 


1,0g p-kresolschwefelsaures Salz, 0,65 g Natriumacetat, 100 ccm Wasser 
1g Toluol, 0,1g Ferment; Temperatur 37°. 


Nach 24Stunden..... 1,71 Proz. Spaltung 
ge Se iN ae nS 
” 4Tagen ...... keine Anderung. 


1) Acetatpuffer, dargestellt aus 68g CH,.CO,Na + 3H,0, 15g Eis- 
essig und destilliertem Wasser ad 250 ccm. 
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V. 
10g Kaliumsalz, 100cem Wasser, |g Toluol, 0.44g MgCO,,. 
0,1 g Ferment; Temperatur 37°. 


Nach 24 Stunden... . 1,65 Proz. Spaltung 
48 » err aas ines ” 
é 4Tagen..... .. keine Anderung. 


Zum SchluB bemerken wir noch, daB die Sulfatase auch aut das 
Gemisch der gepaarten Schwefelsiuren im Harn, also auf das von der 
Natur dargebotene Substrat, mit besonderer Leichtigkeit einwirkt. 
Hieriiber wird demniachst Herr Prof. J. Noguchi berichten. 

















Uber die »Citronensiuregirung. 


Von 
WI. Butkewitsch. 
(Aus der landwirtschaftlichen Akademie Moskau, Petrowsko-Rasumowsko. } 


(Eingegangen am 10. August 1923.) 


Die Bildung der Citronensiure oder die ,,Citronensiuregirung* 
stellt einen Vorgang dar, der im Pflanzenreich nicht nur unter seinen 
niederen Vertretern, wie den Pilzen, sondern auch bei den héheren 
Pflanzen sehr weit verbreitet ist. Trotz der mangelhaften Methoden 
zum Nachweis dieser Saure laBt sie sich doch nach vorliegenden An- 
gaben als die haufigste Pflanzensiure ansprechen!). Schon daraus 
ist wohl zu entnehmen, daB der Vorgang der Citronensiurebildung 
von groBer physiologischer Bedeutung ist, wenn wir uns auch zurzeit 
noch keine hinreichende Vorstellung davon machen kénnen; iiberhaupt 
ist zu sagen, daB die Frage nach dem physiologischen Werte der Citronen- 
siure, die als eines der hiufigsten Produkte der Lebenstitigkeit der 
Pflanzenzellen auftritt, sowie auch die Frage nach der Art des zu ihrer 
Bildung fiihrenden Vorganges mehr Beachtung verdienen, als ihnen 
bis jetzt in der Pflanzenphysiologie zuteil wurde. Zudem kniipfte sich 
die auf die Citronensiuregirung gerichtete Aufmerksamkeit nicht 
selten mehr an die technischen Aufgaben, als an das Streben zur Lésung 
der physiologischen Probleme. 

Was den zur Bildung der Citronensiure fiihrenden Vorgang an- 
belangt, so kommt zuniichst die Frage nach den Stoffen in Betracht, 
welche die hauptsichlichste Quelle fiir die Entstehung dieser Saure 
bilden. 


Diese Frage wurde ausfiihrlich von Mazé und Perrier*) erértert. Sie 
kamen zu dem Ergebnis, da8 die Citronensiiure durch den Abbau der 
hochmolekularen Bestandteile des Protoplasmas als ein Produkt der Pro- 


1) Vgl. M. Euler, Grundlagen und Ergebnisse der Pflanzenchemie, 
1. Teil, S. 21, 1908; F. Czapek, Biochemie der Pflanzen, 2. Aufl., 8, 88, 
1921; auch H. Franzen und F. Helwert, diese Zeitschr. 185, 384, 1923. 

2) P. Mazé et A. Perrier, Ann de l’'Inst. Pasteur 18, 553, 1904; P. Mazé, 
ebendaselbst 28, 830, 1909. 
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teolyse und Desassimilation entsteht, wihrend der Zucker und andere 
Stoffe, die als Kohlenstoffquelle durch den Pilz verbraucht werden, nur 
einen indirekten Anteil an dem Vorgang nehmen, indem sie das Material 
zur Regenerierung der abgebauten Plasmasubstanzen liefern. Diese Auf- 
fassung fand auch bei anderen Autoren Anklang. Hd. Buchner und Wiisten- 
feld*) bezeichneten sie in ihrer Arbeit iiber Citronensiuregirung als ,,eine sehr 
interessante Annahme“. ,,Mazé und Perrier‘ — sagt Czapek*) — ,,scheinen 
im Recht zu sein, wenn sie annehmen, daB die Citronensaure ein Produkt 
des abbauenden Stoffwechsels ist‘‘. AuBerdem nahmen Mazé und Perrier*) 
auch an, daB die alkoholische Garung eine Vorstufe der Zuckerausnutzung 
bildet und daB der Pilz unmittelbar als Kohlenstoffquelle nur Alkohol 
verbraucht. Spiater haben aber Herzog und Polotzky*) und darauf Wehmer®) 
festgestellt, daB sich in den Citromyceskulturen auf Athylalkohol keine 
Citronensaure bildet. 

Uberhaupt stiitzten sich die Anschauungen von Mazé und Perrier — 
abgesehen von der Rolle, die sie der alkoholischen Garung zuzuschreiben 
geneigt waren —, nicht auf irgendwelche ernstlichen Grundlagen, und die 
Autoren selbst konnten die Bildung der Citronenséure nur in den Kulturen 
auf Zucker und Glycerin sicher nachweisen*). Bei der Untersuchung aller 
anderen Kohlenstoffquellen, wie Milch-, Wein-, Apfel-, Bernstein- und 
Oxalsiure, ist es ihnen nicht gelungen, die Bildung der Citronensiure 
festzustellen. Diese Ergebnisse von Mazé und Perrier sind spaiter von Herzog 
und Polotzky’) bestatigt worden. Sie konnten Citronensiure auch nur in 
den Citromyceskulturen auf verschiedenen Zuckerarten, Glycerin und 
Mannit nachweisen, aber nicht dort, wo verschiedene organische Siéuren 
als Kohlenstoffquelle gebraucht wurden. Ebenso negativ betreffs der 
Citronensaéure war das Resultat meiner Versuche mit Kulturen auf organischen 
Sauren®); auBerdem lieB sich auch in den Citromyceskulturen auf Pepton 
keine Citronensaéure nachweisen °), 


Von der Vorstellung ausgehend, daB die Citronensiure auf dem 
Wege der Umwandlung der Plasmabestandteile entsteht, ist die Bildung 
dieser Saure selbstverstaindlich auf allen Substanzen zu erwarten, 
welche die Entwicklung des Pilzes zu unterhalten imstande sind. Ist 
dies nicht der Fall, so scheint es méglich, daraus den SchluB zu ziehen, 


1) Ed. Buchner und H. Wiistenfeld, diese Zeitschr. 17, 395, 1909. 

2) F. Czapek, Biochemie der Pflanzen, 2. Aufl., 1, 349, 1913. 

8) P. Mazé et A. Perrier, 1. c. 

4) R.O. Herzog und A. Polotzky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 125, 
1909. 

5) C. Wehmer, Chem.-Ztg. 1913, S. 1393. 

6) Die Angaben von Mazé und Perrier iiber die Bildung der Citronen- 
siure in den Citromyceskulturen auf Athylalkohol konnten, wie schon er- 
wahnt wurde, bei den spiiteren Untersuchungen anderer Autoren keine Be- 
statigung finden. Die kleinen Mengen von Citronensiure, die Mazé und 
Perrier in solchen Kulturen nachgewiesen hatten, stammten wahrscheinlich 
von den Substanzen, die den Kulturen mit dem ihnen zugesetzten Bohnen- 
absud zugefiihrt wurden. 

7) R.O. Herzog und A. Polotzky, |. ¢. 

8) Wl. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 464, 1922. 

*) Derselbe, ebendaselbst, S. 454. 
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daB die Citronensiure nicht vom Plasmabestandteil stammt, sondern 
von Nahrstoffen des Kultursubstrats, auf dem der die Siure bildende 
Pilz sich entwickelt. 

Diese SchluBfolgerung kann indessen nicht als einwandfrei gelten, 
da sich annehmen 1é8t, da die Neubildung und Regenerierung des 
Protoplasmas auf Kosten der Stoffe, die dem Zucker an Nahrwert 
bedeutend nachstehen, so langsam erfolgt, daf keine merkliche An- 
hiufung der bei dem Plasmaabbau entstehenden Citronensiure statt- 
finden kann, d. h., mit anderen Worten, die Bildung der Siure wird 
in diesen Fallen durch ihren Verbrauch bestimmt. Die Ungiiltigkeit 
einer solchen Erliuterung lat sich durch den Beweis feststellen, 
daB die Anhiufung der Citronensiure auch dann nicht zur Geltung 
kommt, wenn die dem Pilze zu Gebote stehende Kohlenstoffquelle 
an Nahrwert dem Zucker wenig nachsteht. 

Eine solche Kohlenstoffquelle stellt bekanntlich die Chinasaiure 
dar, auf der die Pilze am besten gedeihen, fast ebensogut wie auf Zucker. 
Unter meinen vorigen Versuchen befinden sich auch die mit den Kulturen 
von Aspergillus niger, Citromyces glaber und Penic. glaucum auf China- 
siure!), In keiner dieser Kulturen lieB sich Citronensiure nachweisen, 
iiberall wurde nur Oxalsiiure aufgefunden. Bei diesen Versuchen 
waren aber die Bedingungen der Anhiufung der Citronensiure nicht 
ganz giinstig, da die Chinasiure als Na-Salz verwendet wurde. Wie 
sich aber aus meinen Versuchen?) ergibt, verwandelt sich das Na-Citrat 
in den Kulturen der soeben genannten Pilze verhaltnismaBig leicht 
in Oxalat oder Carbonat. 

Die oben angefiihrten Erwigungen gaben mir Veranlassung, 
neue Versuche mit Chinasiure anzustellen, bei denen den Kulturen 
nach der Entwicklung der Pilzdecken Calciumcarbonat im Uberschub 
zugesetzt wurde. AuBerdem wurden auch die Kulturen auf der durch 
Soda teilweise neutralisierten Chinasiure, sowie die Einwirkungen der 
vorher aufgezogenen Pilzdecken auf Chinasiure gepriift. 


Kulturen von Aspergillus niger auf Chinasiure mit Oberschu8 von CaC0O,. 
Versuchsrethe 1. 


Bei diesem Versuche wurde Aspergillus niger zur Anwendung gebracht, 
da er sich unter allen von uns untersuchten Pilzen als der starkste Citronen - 
saurebildner erwies. Neben der Kultur auf Chinaséiure wurde zum Vergleich 
auch eine Kultur auf Rohrzucker angesetzt. Die Kulturen wurden unter 
den Bedingungen eingerichtet, die sich bei den vorigen Versuchen®) als die 
giinstigsten zur Anhiufung der Citronensiure erwiesen hatten: hoher 
Gehalt an Chinaséure bzw. Zucker (20proz.), relativer Stickstoffmangel 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 470, 1922. 
2) Derselbe, ebendaselbst 129, 464, 1922; 181, 338, 1922. 
8) Derselbe, ebendaselbst 186, 224, 1923. 
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und Uberschu8 an Calciumecarbonat. Letzteres wurde den Kulturen nach 
der geniigend starken Entwicklung der Pilzdecken zugesetzt. Der Nahr- 
lésung mit Chinaséure wurde aber das Calciumcarbonat schon von Anfang 
an in solcher Menge zugefiigt, daB etwas mehr als die Halfte der in dieser 
Lésung befindlichen Saure neutralisiert wurde. 
Die Niahrlésungen hatten die folgende Zusammensetzung: 
8 Rohrzucker 20 Proz. und auBerdem: 
Ch Chinasiure 20 , ;(NH,NO,. . . 0,15 Proz. 
oe) CORP eSriiee aie Salze (mit Zn) 0,1, 

Jede Kultur enthielt je 50 cem Nahrlésung. Die Kulturen wurden bei 
Zimmertemperatur von etwa 20° stehengelassen; am sechsten Tage nach 
der Impfung wurden ihnen je 6g durch Erhitzen sterilisierter Kreide zu- 
gesetzt. In beiden Kulturen bildeten sich die gut entwickelten Pilzdecken. 

Nach 10 Wochen wurden die Kulturen der Analyse unterworfen. Zu 
dieser Zeit lieBen sich die dem Ca-Citrat eigentiimlichen Ablagerungen 
nur in der Kultur auf Zucker nachweisen, in der das zugesetzte Ca-Carbonat 
ganz erschépft wurde. Die Fliissigkeit reagierte sauer, und beim Auflésen 
des Niederschlages in Salzsiiure lieB sich keine Gasentwicklung nachweisen. 
Der Niederschlag in der Kultur auf Chinasiéure léste sich in Salzsiure mit 
starkem Aufbrausen; er war hauptsachlich aus Ca-Carbonat zusammen- 
gesetzt und enthielt keine Spur von Citronensiure. In dieser Kultur blieb 
mehr als die Halfte der zugefiigten Chinasiure unverbraucht; sie wurde in 
Kristallen ausgeschieden, nachdem die abfiltrierte Kulturfliissigkeit von 
in ihr geléstem Calcium durch Oxalsiiure befreit und durch Abdampfen im 
Wasserbade eingeengt worden war. 

Die Analyse der Kultur wurde nach dem Verfahren ausgefiihrt, das 
ich bei meinen vorigen Versuchen angewendet hatte'); die Ergebnisse 
sind in der weiter unten folgenden Tabelle zusammengestellt. 





Tabelle I. 
| Auf Rohrzucker | Auf Chinasaure 

Reaktion der Kulturfliissigkeit (auf Lackmus) | schwach sauer | __ neutral 
Reduktion mit Fehlingscher Lésung ..... | sehr schwach | nicht vorhanden 
Pilzdeckengewicht (ohne Ca-Oxalat) ....g | 0,9815 (| 0,8205 
ESSE Rg ee er ee eee Se gi 2,7835 | 0 
Sein Prozentgehalt an CaO*) ........ || 33,78 — 
po eee I i ee Wy a ew a g |} 4,7790 | 1,0645 
Sein Prozentgehalt an Oxalsiure nach Titrieren | 

ns ea eee ee eee a || 61,91 | 61,34 
Unverbraucht gebliebene Chinasiure....g|) — | 6,370 
CaO in Kulturfliissigkeit. ........~. g | 00853 | 0,7843 


Citronensiure bildete sich also reichlich in den Kulturen auf Zucker, 
aber gar nicht in denen auf Chinasiure. In den letzteren wurde neben der 
unverbraucht gebliebenen Chinasiure nur Oxalsiure nachgewiesen‘). 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 181, 327, 1922; 186, 224, 1923. 

2) Calciumcitrat, Ca,(C,H,O,),, enthalt 33,74 Proz. CaO. 

’) Calciumoxalat, CaC,0O,.H, 0, enthalt 61,64 Proz. Oxalséure, H,C,0,. 

*) AuBerdem bilden sich in den Pilzkulturen auf Chinasaure einige 
Phenolderivate. Diesem eigentiimlichen Vorgang der Umwandlung der 
Chinasiiure wird eine besondere Mitteilung gewidmet. 
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Ebenso negativ fiel das Resultat fiir die Citronensiure auch bei 
den anderen Versuchen mit Chinasaure aus. 


Kulturen von Aspergillus niger und Citromyces glaber auf Chinasiiure 
und ihrem Na-Salz. 
Versuchsrethe 2. 
Bei dieser Versuchsreihe kam eine Nahrlésung von folgender Zusammen- 
setzung zur Anwendung. 


Chinasiure. . . . 10 Proz. ieee 
ae an amanante Sa | (freie Saure etwa 3 Proz.) 
NH,NO, .. 0,5 , 


Salze (mit Zn). . 0,1 a 

Jede Kultur enthielt je 25 cem Nahrlésung; es wurden drei Kulturen 
von Aspergillus niger und vier Kulturen von Citromyces glaber aufgestellt. 
Der Versuch wurde bei Zimmertemperatur von 17 bis 18° durchgefiihrt. 
Nach gewissen Zeitintervallen wurden die Kulturen aufeinanderfolgend der 
Analyse unterworfen. Die Kulturfliissigkeiten wurden durch die Reaktion 
von Denigés auf Citronensiure gepriift. Uberall fiel sie véllig negativ aus; 
in den Kulturfliissigkeiten lie sich, wie bei meinen vorigen Versuchen 
mit chinasaurem Natrium!') nur Oxalsiure nachweisen, die durch Fallung 
mit Calciumchlorid und durch Titrieren mit Chamaleon bestimmt wurde; 
in einigen Fallen wurden die Niederschlige (vorliufig) getrocknet und 
gewogen. AuSerdem wurden auch die Gewichte der Pilzdecken und die 
Aciditat der Kulturfliissigkeiten bestimmt. Die Ergebnisse dieser Be- 
stimmungen sind in der Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle II. 





ra j As auf 
auer der | 10 ccm Kulturs : i } Prozentgehalt 
fliissigkeit (mit | Pilzdecken- 


Kultur phenol hthalein)| gewicht { Oxalsaure des Ca-Oxalats 


n/10 Ba(OH). | | an Oxalsaure 2) 
Tage com g g 
’ 10 | 1,6 0,385 0.1754 _- 
Aspergillus 133 | 20 0.462 02972 ne 
“— ee ean 0,370 0.3313 61,35 
6 1,6 0,359 0,0568 — 
Citromyces { ee 1,2 0,479 0,1786 — 
glaber | 13 1,0 0,463 0,3021 — 
20 1.4 0,389 0.3281 61,66 


Citronensiure lieB sich auch dann nicht nachweisen, wenn man 
die Chinasiurelésung der Einwirkung der durch die Zuckerkultur er- 
haltenen Pilzdecken unterzog. 


Einwirkung der Pilzdecken von Aspergillus niger und Citromyces glaber auf 
Chinasiure- und Rohrzuckerlésungen. 
Versuchsreihe 3. 
Die Pilzdecken von Aspergillus niger und Citromyces glaber wurden auf 
den Nahrlésungen (je 50 cem) aufgezogen, die 8 Proz. Rohrzucker, 0,3 Proz. 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 470, 1922. 
2) Ca-Oxalat enthalt 61,64 Proz. Oxalsiure. 
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NH,NO, und 0,2 Proz. Salze enthielten. Nachdem die Pilzdecken eine 
geniigend starke Entwicklung erreicht hatten (Anfang der Conidienbildung), 
wurden die Kulturfliissigkeiten abgegossen'), die Pilzdecken wiederholt 
mit sterilisiertem Wasser abgespiilt und die sterilisierten Lésungen (je 50cem) 
der Chinasiiure (5 Proz.) bzw. des Rohrzuckers (10 Proz.) zugesetzt. Diese 
Lésungen mit den Pilzdecken wurden bei Zimmertemperatur von etwa 20° 
stehengelassen und die von Zeit zu Zeit steril entnommenen Proben durch 
die Reaktion von Denigés auf Citronensiure gepriift. 


In den Versuchen mit Chinasiure fiel die Reaktion in allen Fallen 
negativ aus, wihrend in Rohrzuckerlésungen Citronensdure sich stets 
sowohl mit der Pilzdecke von Citromyces glaber als auch mit der von 
Aspergillus niger ganz deutlich nachweisen lieB, wobei die Mengen 
der Citronensiure im letzteren Falle stets bedeutend héher als im ersteren 
waren. 

Aus den angefiihrten Angaben ist ersichtlich, daB die Bildung 
der Citronensiiure auf Chinasiure nicht stattfindet, obgleich diese ein 
vortreffliches Naihrmaterial fiir die in unseren Versuchen erwihnten 
Pilze darstellt. Dadurch wird der Beweis dafiir erbracht, daB es sich 
bei der Bildung der Citronensiure in den Pilzkulturen auf Zucker nicht 
um den indirekten Vorgang des Abbaues der bei der Beteiligung des 
Zuckers sich bildenden Plasmasubstanzen, sondern um die direkte 
Umwandlung des Zuckers selbst handelt. 


Zieht man den Mechanismus dieser Umwandlung in Betracht, so 
scheint es von Interesse zu sein, die Bildung der Citronensaiure auf 
gewissen Verbindungen zu verfolgen, die den Hexosen nahestehen. 
Leider standen mir von solchen Verbindungen, die zu priifen wiinschens- 
wert waren, nur sehr wenige und diese in sehr geringen Mengen zur 
Verfiigung. Ich hatte nur die Méglichkeit, Kulturen mit Arabinose 
und Mannit und mit Glucon- und Zuckersiure in kleinem MaBstabe 
aufzustellen. In allen diesen Fallen wurde Aspergillus niger verwendet. 
AuBerdem wurden noch Versuche mit den Kulturen von Aspergillus 
niger und Citromyces glaber auf Glycerin durchgefiihrt. 


Bei den Citromycesarten ist die Fahigkeit zur Bildung von Citronen- 
siiure auf Glycerin durch die Versuche von Mazé und Perrier?), Herzog 
und Polotzky*) und Wehmer*) festgestellt. 


1) In der von den Aspergilluskulturen abgegossenen Fliissigkeit wurde 
die Citronenséure nachgewiesen und als Ca-Salz ausgeschieden. Oxalsiure 
enthielt diese Fliissigkeit nicht. 

2) P. Mazé et A. Perrier, 1. c. 

3) R.O. Herzog und A. Polotzky, 1. c. 

4) OC. Wehmer, Chem.-Ztg. 87, 37, 1913. — Wehmer befand Glycerin als 
wirksames Substrat fiir die Citronensiurebildung nur bei Gegenwart von 
CaCQ3. 
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Kulturen von Aspergillus niger und Citromyces glaber auf Glycerin. 


Versuchsrethe 4. 
Mit jedem Pilz sind je zwei Kulturen aufgestellt, mit und ohne Calcium- 
carbonat. Jede Kultur enthielt je 50 ccm Nahrlésung von folgender Zu- 
sammensetzung: 


SEINE So be oe bw to ee ee 
POM Gk ec eok cc ok Oe 
Gales (at Dayo ee ORE ey 


Nach der Impfung wurden die Kulturen 20 Tage im Thermostaten 
bei einer Temperatur von 27 bis 28° und darauf 15 Tage bei Zimmer- 
temperatur von 15 bis 18° stehengelassen. Am fiinften Tage wurden je 
5g sterilisierter Kreide einer der beiden Kulturen jedes Pilzes zugesetzt. 

In den Kulturen ohne CaCO, stellten wir die Anwesenheit von Citronen- 
siure durch die Reaktion von Denigés fest und bestimmten den Gehalt an 
Saure nach der Aciditaét der Kulturfliissigkeit; Oxalsiure war in diesen 
Kulturen nicht vorhanden. In den Kulturen mit CaCO, wurden Citronen- 
und Oxalsiure als Ca-Salze ausgeschieden und bestimmt. Die Analyse der 
Kulturen wurde nach dem iiblichen Verfahren ausgefiihrt und ergab die 
folgenden Resultate: 








Tabelle III. 

Kulturen mit CaCO; ao Asperg. adyite Citrom. ae 
Pilzdeckengewicht (ohne Ca-Oxalat) ....g | 0,8340 | 0.7550 
INS 8 5 aii cah at ve po ee a a a 4 0,1540 1,1740 
Sein Prozentgehalt OR GA ce gin acai ta ome — 33,95 
TROORNOW WOW DOMGEE ee ee deutlich 
SORE SG ie OT ae te aed anne rie PR g 0,0370 0.0403 
Mit Fehiingscher Losung. . .-. 6.0... deutliche Reduktion 

Tabelle IV. 

Kulturen ohne CaC O; : oy Asperg. niger  Citrom. glaber 
Pilzdeckengewicht .......... 8 0,7595 0,7365 
Reaktion auf HNO, (mit Diphenylamin) . : nicht vorhanden 
MINE SIRO BOE OD eee ae ob a nicht vorhanden 
Reaktion von Denigés .......... deutlich 
Aciditét auf 10 ccm Kulturfiissigkeit n/10 

ERIN Nas. se ec aa a Bea es ek ecm 3,0 7,0 
Citronenséure nach Aciditét ......... 0,1050 0,2450 
Mit Fehlingscher Lisung........... schwache Reduktion 


Auf dem Glycerinnaéhrboden hiauft sich also Citronensiure in den 
Kulturen von Aspergillus niger ebenso wie in denen von Citromyces 
glaber an, und zwar nicht nur mit Ca-Carbonat, sondern auch ohne 
dasselbe, d. h. auch in freiem Zustande. Mit Glycerin als Nahrfliissigkeit 
kommt die Anhiufung von Citronensiure, besonders bei Aspergillus 
niger, bedeutend schwicher zum Vorschein als auf Zucker. Es ist 
auffallend, daB die Citronensaure sich hier in den Kulturen von Citro- 
myces glaber viel stirker als in denen von Aspergillus niger anhiuft, 
wihrend auf Zucker ein umgekehrtes Verhiltnis stattfindet. Offenbar 
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fallen die Bedingungen in gewissen Stadien des Vorganges, der von 
Glycerin zur Citronensaure fiihrt, bei Citromyces glaber giinstiger aus 
als bei Aspergillus niger. 


Kulturen von Aspergillus niger auf Rohrzucker, Arabinose und Mannit. 
Versuchsrethe 5. 


Jede Kultur enthielt je 30 cem Nahrlésung von folgender Zusammen- 
setzung: 
S Rohrzucker. . 20 Proz. | und auBerdem 
A Arabinose .. 20 , NH,NO,. . .. 0,15 Proz. 
M Mannit.... 20 | Salze (mit Zn) . 1,1 Z 


Die Kulturen wurden 20 Tage im Thermostaten bei einer Temperatur 
von 27 bis 28° und 15 Tage bei Zimmertemperatur von 15 bis 18° stehen- 
gelassen. — Die Entwicklung der Pilzdecke ging auf verschiedenen 
Nahrlésungen sehr ungleich vor sich. Am stirksten entwickelte sie sich auf 
Rohrzucker, viel sechwiacher auf Arabinose und noch schwacher auf Mannit. 
Kreide, je 3 g, wurde der Kultur S am vierten Tage, den Kulturen A und M, 
infolge schwicherer Mycelentwicklung, am sechsten Tage zugesetzt. Zur Zeit 
der Analyse wurde das zugesetzte Ca-Carbonat in der Kultur 8 ganz er- 
schépft; ihre Fliissigkeit hatte eine saure Reaktion. Zum Teil fand sich 
die Citronenséure in dieser Kultur in der Lésung, was durch die Reaktion 
von Denigés festgestellt wurde. Diese Saure wurde aber nicht bestimmt, 
und der in der Tabelle angegebene Wert bezieht sich nur auf die Citronen- 
siure, die sich im Niederschlag befand. 

Die Ergebnisse der Analyse sind in der nachfolgenden Tabelle zusammen - 
gestellt. 





Tabelle V. 
Aspergillus niger AufRohrzucker Auf Arabinose Auf Mannit 

Reduktion mit Fehlingscher Lésung | ganz schwach stark nicht vorhanden 
Aciditaét auf 10 cem Kulturfliissig- 

keit n/10 Ba(OH,) ... ccm 5,3 — ~— 
Pilzdeckengew. (ohne Ca-Oxalat) g 0,6025 0,3970 0.4420 
Ca-Citrat ..... kee «6 he ee 0,0520 Spuren 
Sein Prozentgehalt an CaO') ..) 33,40 oo — 
Reaktion von Denigés ....-. deutlich deutlich undeutlich 
ne. cnn SY a ee Ee 1,9335 0,5500 0,0820 
Sein Prozentgehalt an Oxalsiure*) 61,56 61,88 _ 
CaO in Kulturfliissigkeit. . . . g 0,1900 0,0260 0,0220 


Eine betrichtliche Menge von Citronensiiure wurde nur auf Rohr- 
zucker nachgewiesen; bei weitem kleiner war ihre Menge auf Ara- 
binose und noch geringer auf Mannit. Die Geschwindigkeit der Mycel- 
entwicklung auf diesen Verbindungen entspricht der Fahigkeit zur 
Citronensiurebildung. Dieselbe Reihenfolge wie bei der Citronensaiure 
findet sich auch bei der Oxalsiure, hier sind aber die Unterschiede 
weniger scharf ausgesprochen. — In der Kultur blieb ein betricht- 


1) Caleiumcitrat, Ca,(C,H,O,), enthalt 33,74 Proz. CaO. 
*)’ Ca-Oxalat enthalt 61,64 Proz. Oxalsaure. 
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licher Teil der ihr zugesetzten Arabinose — nach der annahernden 
Bestimmung durch Titrieren mit Fehlingscher Lésung ungefahr die 
Halfte — unverbraucht. Dasselbe galt auch fiir die Kultur M in betreff 
des Mannits, der sich beim Einengen der Kulturflissigkeit durch Ab- 
dampfen im Wasserbade leicht und reichlich ausscheiden lieB. 

Die durch unsere Versuche mit Aspergillus niger aufgestellte 
Reihenfolge in den gepriiften Verbindungen in bezug auf ihre Fahigkeit, 
Citronensdiure zu bilden, stimmt mit derjenigen Reihenfolge iiberein, 
die sich nach den Angaben von Herzog und Polotzky bei den Citro- 
mycesarten findet'). 


Diese Autoren geben die folgenden Werte an, welche die Prozent- 
verhaltnisse zwischen gebildeter Citronensaiure und verbrauchten Stoffen 
ausdriicken: 

Bei fiinfwéchiger Kulturdauer auf 5proz. Losungen von: 


REUAOG se ee oe 9 be 
SN ts ko Sn ee ee 
Ns a a 88 Ba RE OG 
PPM. Sees e se i Care 
Bei neunwoéchiger Kulturdauer auf 5proz. Lésungen von 

ROE oe cs. Rie ek a 
nuh eet at ee ae 
ONE 29 ge. Sg a la op ee eee a 
EPS Se ee ee 
OS SSS BOF 5 ok akg ga 
SUN 8 GF btn jad) es Ae »» 
GIyOOrMm. 5. ks >. a 


Diese Angaben lassen sich, in Anbetracht der Jangen Kulturdauer 
und der niedrigen Konzentration der Ausgangslésungen nur als sehr ap- 
proximativ annehmen, aber es ist doch aus ihnen ersichtlich, da Arabinose 
und Mannit dem Rohrzucker stark nachstehen und da8 Glycerin eine 
Zwischenstellung einnimmt. Es ergibt sich also dasselbe Verhiltnis, wie 
auch bei unseren Versuchen mit Aspergillus niger. Der verhialtnismabig 
schwache Unterschied zwischen Glycerin und Rohrzucker beruht wahr- 
scheinlich auf den Besonderheiten von Citromyces, die auch in unseren 
Versuchen zum Vorschein kamen, niamlich darauf, da die Bildung der 
Citronenséure sich auf Zucker schwicher und auf Glycerin stiarker bei 
diesem Pilze als bei Aspergillus niger vollzieht. 

Aus den gesamten oben angefiihrten Angaben ergibt sich klar, 
daB einige Hexosen in ihrer Konstitution unter allen bisher gepriiften 
Verbindungen zur Citronensiurebildung am besten vorbereitet sind, 
und da®B Glycerin sich diesen Zuckerarten, die aus ihm in Pflanzen- 
zellen wahrscheinlich leicht entstehen kénnen, in gewissem Grade 
nahert. Die in den Pilzkulturen auf Glycerin stets auftretende Re- 
duktionsfahigkeit weist darauf hin, daB die Verbindungen mit Aldehyd- 
gruppen hier entstehen. 


1) R.O. Herzog und A. Polotzky, |. ¢. 
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Es ergibt sich nun die Frage, auf welchem Wege die Umwandlung 
der Hexosen in Citronensdure sich vollzieht. 

Bei den ‘in meiner vorigen Mitteilung!) beschriebenen Versuchen 
ist festgestellt worden, daB die ein lésliches Ca-Salz liefernde Saure 
sich in den Zuckerkulturen der citronensiurebildenden Pilze — _ be- 
sonders in denen von Aspergillus niger — neben derselben anhiuft, 
und daB die Menge der in Frage kommenden Saure anfangs zunimmt 
und darauf allmahlich abfallt, wihrend die Citronensiure fortdauernd 
anwichst. Ein derartiges Verhalten legt die Vermutung nahe, daB 
die unbekannte Saure eine Zwischenstufe der Umwandlung des Zuckers 
in Citronensiure darstellt. Bisher hatte ich keine Gelegenheit, die 
in Frage stehende Saure genauer zu untersuchen, und ich kann hier 
nur einige vorlaufige Ergebnisse mitteilen, die bei der Untersuchung 
der von den Analysen der soeben erwihnten Kulturen?) restierenden 
Fliissigkeiten erhalten wurden. 


Die ein lésliches Ca-Salz liefernde Siure in den Kulturen 
von Aspergillus niger auf Zucker. 

Die vorliufige Untersuchung der Kulturfliissigkeiten, in denen 
diese Siure nachgewiesen wurde, laBt mit gewisser Wahrscheinlichkeit 
vermuten, daB sie eine der den Hexosen nahestehenden Siauren, viel- 
leicht Parasaccharinsaure, ist, aber nicht Glucuronsaure, da ihr die 
Reduktionsfihigkeit fehlt. Die Saiure laBt sich aus der Kulturfliissig- 
keit durch Niederschlagen mit Bleiacetat ausscheiden. Sie wird durch 
Bleiacetat allein nicht gefallt; nach Zusatz von NH, bildet sich aber 
ein voluminéser Niederschlag, der beim Stehen allmahlich zu Boden 
sinkt. Ein Uberschu8 der Reagenzien ist zu vermeiden, da der in der 
Kulturflissigkeit unverbraucht gebliebene Zucker dabei auch gefallt 
werden kann. 

Der ausgeschiedene Bleiniederschlag wurde durch Schwefelwasser- 
stoff zerlegt, die von Schwefelblei abfiltrierte Fliissigkeit durch Ab- 
dampfen stark eingeengt und stehengelassen. Die so erhaltene sirup- 
artige, ein wenig braun gefirbte Fliissigkeit, die stark sauer reagierte 
und Fehlingsche Lésung fast gar nicht reduzierte, wies keine Neigung 
zur Kristallisation selbst bei sehr langdauerndem Stehen auf. Die 
dichte, fast harte Masse, die lange Zeit im Exsikkator tiber Schwefel- 
siure bis zum konstanten Gewichte stehengelassen und so getrocknet 
worden war, wurde gewogen — 2,1 g —, in Wasser aufgelést, und die 
Lésung auf 55 ccm gebracht. In dieser Lésung bestimmte man die 
Aciditit durch Titrieren mit n/10 Ba(OH), (Phenolphthalein als Indi- 


1) Wi. Butkewitsch, diese Zeitschr. 186, 224, 1923. 
2) Derselbe, ebendaselbst, 8. 230. Versuch 3, Kulturen a, 1 u. 2. 
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kator). Auf 10 ccm Lésung wurden 22,0 cem n/10 Ba(OH), verbraucht. 
Es miiBten fiir Parasaccharinsiure 21,0ccm und fiir Gluconsadure 
19,6 cem verbraucht werden. — Setzte man der Lésung im UberschuB 
Ca-Oxyd zu, so léste es sich auf; beim Erhitzen schied sich aber ein 
voluminésey Niederschlag aus, der ziemlich leicht zu Boden sank. 
Beim Durchleiten von CO, léste er sich wieder auf. Dieses Verhalten 
ist fiir Gluconsiure und Saccharinsiuren charakteristisch. Um die 
Natur der betreffenden Siaiure klarzustellen, ist es nétig, sie in gréBeren 
Mengen zu erhalten, was sich ohne Schwierigkeit erreichen lat, nach- 
dem die Bedingungen ihrer Anhiufung in den Pilzkulturen und das 
Verfahren zur Isolierung festgestellt worden sind. 

Wie aus den weiter unten erérterten Versuchen ersichtlich ist, 
muB die Annahme, daB die Gluconsiure als eine Zwischenstufe bei 
der Bildung der Citronensiure auftritt, ausgeschlossen werden, da 
diese Siure sich in den Pilzkulturen mit Gluconsiure nicht nachweisen 
lieB. Ebenso negativ war auch das Resultat beim Versuche mit Zucker- 
saiure. 


Kulturen von Aspergillus niger auf Glucon- und Zuckersiure‘). 


Versuchsreihe 6. 


Jede Kultur enthielt je 25 cem Nahrlésung von folgender Zusammen- 
setzung: 
G Gluconsaure etwa 10 Proz. | NH By mega ae 
Z Zuckersiure etwa 10 , | akon (mit Zn) 0,1 ; 
Die Kulturen wurden bei Zimmertemperatur von 17 bis 20° stehen- 
gelassen. In beiden Kulturen entwickelten sich die Pilzdecken ziemlich 
langsam, besonders auf Zuckersiure; der Versuch dauerte ungefahr 
6 Wochen. Die vollstandigen Decken bildeten sich erst nach 7 bis 10 Tagen; 
2 bis 3 Wochen nach der Bildung der Pilzdecken wurden den Kulturen je 
3 gsterilisierter Kreide zugesetzt. Bis dahin wurden zwei Proben von je 1 cem 
den Kulturen steril entnommen und durch die Reaktion von Denigés auf 
Citronensdure gepriift?); in beiden Fallen fiel die Reaktion ganz negativ 
aus. Zur Zeit der Zusetzung von Ca-Carbonat enthielten die Kulturen noch 
betrachtliche Mengen unverbrauchter Glucon- und Zuckerséure, was sich 
schon an starkem Aufbrausen zeigte. Nicht unbedeutende Mengen dieser 
Sauren blieben auch wihrend der Analyse unverbraucht. 


1) Bei diesen Versuchen wurden die Praparate der Glucon- und Zucker- 
sdure von Kahlbaum als 50proz. Lésungen dieser Séiuren verwendet. 

*) Mit dem Reagenz von Denigés gibt die Zuckersiure selbst schon 
unmittelbar eine Triibung und darauf beim Erhitzen einen flockigen Nieder- 
schlag. Beim Zusatz des Chamileons nimmt der Niederschlag nicht zu; 
er unterscheidet sich seinem Aussehen nach stark von dem Niederschlag, 
der sich bei der Reaktion mit Citronensiure bildet. 
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Die Analyse der Kultur wurde nach dem tiblichen Verfahren ausgefiihrt 
und ergab die folgenden Resultate: 





Tabelle VI. 
ate ae H Chnssncinee | Sacbentens 
Pilzdeckengewicht (ohne Ca-Oxalat). ..... | 02875 | 0,2337 
ARN 6 i er: RE 0 | 0 
COI otis por Acie ea es ae i eee | 09,0395 |  0,0843 
CaO in Kulturfifissigkeit .. .. . 2 1. ee |  0,1770 0,0935 


In beiden Kulturen lie8 sich nur Oxalsiure nachweisen. Das in 
den Kulturfliissigkeiten befindliche Calcium schien in Verbindung 
mit der unverbraucht gebliebenen Glucon- und Zuckersiure zu sein. 
Letztere befand sich zum Teil auch im Niederschlage mit Ca-Carbonat. 

Durch die Ergebnisse dieses Versuches wird die Annahme be- 
seitigt, daB die Glucon- bzw. Zuckersiure als eine Zwischenstufe an 
der Umwandlung des Zuckers in die Citronensiure teilnimmt. 

Am niachsten liegt die Vermutung, daB die Parasaccharinsiure oder 
irgend eine ihr nahestehende Saéure eine Anfangsstufe dieser Umwandlung 
darstellt. Diese Méglichkeit wurde schon von Buchner und Wiistenfeld') 
vorausgesehen, sie lehnten sie aber ab, weil es ihnen nicht gelungen war, 
die der Parasaccharinsiure ahnlichen Produkte in Citromyceskulturen 


aufzufinden. Die Parasaccharinséure ist die den Hexosen am niachsten 
stehende Saure, welche die Kohlenstoffkette der Citronensaure hat. 


CH(OH).CH(OH).CHO CH(OH).CH,(OH) CH,.COOH 


CH(OH) CH(OH).COOH C(OH).COOH 
CH(OH).CH,(OH) CH,.C H, (OH) CH,.COOH 
Hexose Parasaccharinsdure Citronensdure 


Die Parasaccharinséure 148t sich aus Hexosen durch intramolekulare 
Verschiebungen ohne Oxydation bilden. Da diese molekulare Umstellung 
sich wirklich vollziehen kann, wurde von Kiliani*) bewiesen, der die Bildung 
der Parasaccharinséure bei Einwirkung des Kalks auf Milchzucker fest- 
gestellt hatte). 


In Anbetracht der weiten Verbreitung, die dem Vorgange der 
alkoholischen Girung zukommt, erschien es verlockend, auch die 
Bildung der Citronensiure mit gewissen, bei diesem Vorgange ent- 
stehenden Produkten in Zusammenhang zu bringen. Auf die Versuche 
in dieser Richtung bezieht sich die Annahme, daB Acetaldehyd die 


1) Ed. Buchner und H. Wiistenfeld, 1. c. 

®) H. Kilian, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 87, 1201, 1904. 

3) Vgl. auch die neueren Angaben iiber die biologische und chemische 
Verwirklichung der Saccharinumlagerung von C. Neuberg und B. Arinstein 
(diese Zeitschr. 117, 276, 1920), sowie von R. Pummerer und W. Gump 
(Ber. 56, 1001, 1923). 
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Entstehung der Kohlenstoffkette der Citronensiure verursacht. So 
nimmt H. Euler!) fiir den Vorgang das folgende Schema an: 


HCH,.CHO CH, .COOH 
OCH.CH, -—» C(OH).COOH 
HCH,.CHO CH,.COOH 


3 Mol. Acetaldehyd Citronensdure 


Obgleich die Bildung des Acetaldehyds bei verschiedenen Pilzen 
von C. Neuberg und Mitarbeitern?) nachgewiesen wurde, ist doch die 
Annahme Eulers, welcher die Citronensiurebildung mit dem Vorgange 
der alkoholischen Girung in Verbindung zu stellen versucht, als wenig 
wahrscheinlich zu bezeichnen. Es gibt Tatsachen, die nicht zugunsten 
dieser Annahme sprechen. 

Vorerst, wire der in Frage kommende Zusammenhang wirklich 
vorhanden, so miiBte man bei allen Organismen mit stark ausge- 
sprochener Fahigkeit zur Citronensiurebildung eine betrichtliche 
Neigung zur Zuckerspaltung erwarten, die der alkoholischen Garung 
eigentiimlich ist. Das lit sich jedoch nicht nachweisen, vielmehr ist 
anzunehmen, da es sich gerade umgekehrt verhilt. 

Alle typischen Citronensaéurebildner von Aspergillaceae besitzen 
(am meisten) eine sehr schwach ausgeprigte Neigung zur alkoholischen 
Garung*); und umgekehrt fehlt den Organismen mit bedeutender 
Neigung zu dieser Garung ganz die Fahigkeit, Citronensiure zu bilden. 

Unter den Organismen der letzteren Kategorie kann man auf 
die alkoholbildenden Hefen und auf die ihnen nach der Neigung zur 
Alkoholgiirung nahestehenden Vertreter von Mucoraceae hinweisen. 
So wurde bei unseren Versuchen mit Mucor racemosus festgestellt, 
daB dieser Pilz unter den Kulturbedingungen, bei denen die Citromyces- 
arten und Aspergillus niger reichlich Citronensiure anhiufen — auf 
20proz. Zuckerlésung, bei relativem Stickstoffmangel und mit CaCO, — 
nur Alkohol, dagegen weder Citronensiure noch irgend welche anderen 
Sauren bildete. 

Unter dem Gesichtspunkte der hier erérterten Frage ist die von 
Zopf*) beschriebene Hefe — Saccharomeycs Hansenii — von hervor- 
ragendem Interesse. Die Fahigkeit zur alkoholischen Garung geht 
dieser Hefe vollstaindig ab, auf verschiedenen Zuckerarten und viel- 
wertigen Alkoholen bildet sie aber reichlich Oxalsiure. Man kann 
mit groBer Wahrscheinlichkeit voraussetzen, daB diese Hefe auch 


1) M. Euler, Grundlagen und Ergebnisse der Pflanzenchemie, 3. Teil, 
S. 182, 1909. 

2) CO. Neuberg und E. Farber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; C. Neuberg 
und C. Cohen, ebendaselbst 121, 204, 1921. 

3) W. Zopf, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 7, 94, 1889. 
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Citronensiure zu bilden fahig ist. Ich hatte keine Gelegenheit, diese 
Voraussetzung zu priifen, da mir Saccharomyces Hansenii nicht zur 
Verfiigung stand, und ich ihn mir bis jetzt nicht verschaffen konnte. 
Jedenfalls erwiesen sich alle von uns untersuchten, Oxalsiure bildenden 
Pilze als fahig, auch Citronensiure auf Zucker zu bilden, und es liegt 
die Vermutung nahe, da diese Siure eine intermediire Stufe der 
Umwandlung von Zucker in Oxalsaure darstellt. Wir wir uns bei den 
Versuchen mit Aspergillus niger tiberzeugen konnten, ist die Citronen- 
siure ein viel hiufigeres Produkt in den Zuckerkulturen dieses typischen 
Oxalsiurebildners als die Oxalsiiure, besonders wenn die Kulturen 
keine die Saiuren bindenden Basen enthalten. 

Die Vorginge, welche den oben angegebenen Schemata der Citronen- 
siurebildung iiber Parasaccharinsdure (1) und tiber Acetaldehyd (2) ent- 
sprechen, werden durch die folgenden Gleichungen ausgedriickt: 

C,H,,0,+ 30 = C,H,0, + 2H,0. (1) 
3 C,H,.0, + 18 O = 2 C,H,0, + 6CO, + 10 H,0. (2) 

Nach Gleichung (1) betragt die Ausbeute an Citronensiure in 
bezug auf den verbrauchten Zucker 106 Proz., nach Gleichung (2) 
71 Proz. Die bei dem weiter unten beschriebenen Versuche erhaltenen 
Ergebnisse entsprechen mehr der Gleichung (1). Bei diesem Versuche 
wurde die Rohrzuckerlésung der Einwirkung der vorher aufgezogenen 
Pilzdecke von Aspergillus niger ausgesetzt. 


Versuch 7. 

Aspergillus niger wurde auf 50 cem Nahrlosung aufgezogen, die 8 Proz. 
Rohrzucker, 0,3 Proz. NH,NO, und 0,2 Proz. Salze enthielt. Nachdem 
die Pilzdecke eine geniigend starke Entwicklung erreicht hatte (Anfang 
der Conidienbildung), wurde die Kulturfliissigkeit abgegossen, die Pilzdecke 
wiederholt mit sterilisiertem Wasser abgespiilt und darauf 50 ccm steri- 
lisierter 13,4proz. Rohrzuckerlésung zugesetzt. Nachdem man die Lésung 
mit der Pilzdecke bei Zimmertemperatur von 16 bis 18° wahrend 15 Tage 
stehengelassen hatte, filtrierte man die Fliissigkeit ab und brachte sie mit 
dem Waschwasser zusammen auf 100ccm. Diese Fliissigkeit reagierte 
stark sauer, gab eine deutliche Reaktion von Denigés auf Citronensaure, 
gar keine auf Oxalsiure und enthielt noch eine betrachtliche Menge von 
unverbrauchtem Zucker. Bei der Analyse der Fliissigkeit wurde die gebildete 
Citronensaéure nach Aciditat und durch Fallung als Ca-Salz, der unverbraucht 
gebliebene Zucker durch Titrieren mit Fehlingscher Lésung bestimmt. 
Die Ergebnisse sind in der Tabelle VII angegeben. 


Tabelle VII. 
Aciditaét, auf 10 ccm urspriingl. Lésung bezogen, n/10 Ba(OH), 64,0 ccm 
Gesamtmenge der gebildeten Citronensaéure’), { nach Aciditat. . 2,050 g 
bestimmt durch Fiallung. . 1,910 g 
Gesamtmenge des verbrauchten Zuckers ........... 2, 
Ausbeute an Citronensiure in bezug auf den verbrauchten Zucker 85,5 Proz. 


1) Die Citronensdure wird hier als wasserfrei angenommen — C,H,0, 
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Die gefundene Ausbeute an Citronensaure ist also viel héher als die- 
jenige, die der Gleichung (2), d.h. der Acetaldehydhypothese, entspricht 
(71 Proz.). Dabei ist in Betracht zu ziehen, da8 der Zucker nicht nur auf 
die Bildung der Citronensiure, sondern zum Teil auch auf die Mycelent- 
wicklung verbraucht wurde, da die Pilzdecke wihrend des Versuchs merkbar 
zunahm. AuBerdem wurde die gebildete Citronensiure wahrscheinlich 
auch teilweise weiter oxydiert'). 

Infolgedessen muB die sich an Acetaldehyd ankniipfende Hypo- 
these Hulers iiber die Entstehung der Citronensiure als den Tatsachen 
widersprechend verlassen werden. Die festgestellten Verhiiltnisse 
sprechen mehr zugunsten der Saccharinsiurehypothese. Wenn auch 
diese Bedingungen die Méglichkeit der Citronensiurebildung aus den 
Produkten des bei alkoholischer Girung stattfindenden Zuckerabbaues 
nicht ganz ausschlieBen, so laBt sich doch eine solche Synthese nur 
auf das Anfangsstadium dieses Abbaues beziehen, das der Zerlegung 
der Brenztraubensiure durch die Carboxylase Neubergs vorangeht, 
d. h. auf das Stadium der dreigliedrigen Radikale?). Aber die einfache 
Kombinierung dieser Radikale kann nicht die Kohlenstoffkette von 
der Struktur geben, die der Citronensiure eigentiimlich ist. Deshalb 
scheint es wahrscheinlich zu sein, dab die Bildung der Citronensiure 
durch die Spaltung des Hexosemolekiils nicht im Verhiltnis von 3: 3, 
sondern im Verhiltnis von 4:2 oder 5:1 begleitet wird. 

Nach A. Windaus*) vollzieht sich die Bildung der Parasaccharin- 
siiure aus den sechsgliedrigen Monosacchariden durch die Spaltung der- 
selben in Tetrose und Glykolaldehyd und die darauf folgende Konden- 
sation *) der letzteren. 

Was die Spaltung der Hexosen im Verhiltnis 5:1 anbelangt, so laBt 
sich diese sehr oft unter verschiedenen Bedingungen beobachten. So hat 


Walter L6éb*) festgestellt, daB Formaldehyd und Pentose (wahrscheinlich 
d-Arabinose) die iiblichen Produkte der durch verschiedene Verfahren 


1) Nach Wehmer bildet Citromyces Pfefferiams bei Zufiigung von Kreide 
in den giinstigsten Fallen 50 bis 70 Proz. des verwendeten Zuckers in 
Citronensiure um. Es ist aber die tatsiichliche Ausbeute bedeutend héher 
zu schitzen, da Zucker auf Mycelentwicklung und Citronensiiure bei weiterer 
Oxydation teilweise verbraucht wurden. — C. Wehmer, Beitr. z. Kenntnis 
einheim. Pilze 1, 1, 1893. 

2) Vgl. OC. Neuberg und J. Hirsch, Uber Fragen der Giarungschemie. 
Ergeb. d. Physiol. 21 (1), 400, 1923. 

8) A. Windaus, Chem.-Ztg. 29, 564, 1905; Fr. Knoop und A. Windaus, 
Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 6, 394 (Anm.), 1905. 

4) EZ. Baur (Die Naturwissenschaften 1, 474, 1913) faBt die Citronen- 
siure wie Apfelsiure als Kondensationsprodukte von Glykolsiure 
(CH,OH.COOH) auf; dieser Hypothese fehlen jedoch alle chemischen 
wie physiologischen Grundlagen. 

5) Walter Lob, diese Zeitschr. 29, 317, 1910; 82, 73, 1911; 46, 288, 1912; 
68, 368, 1915. 
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bewirkten oxydativen Glykolyse des Traubenzuckers darstellen. AuBerdem 
lieBen sich Ameisensaéure und Polyoxysiuren in gewisser Menge nachweisen. 
Eine solche Zuckerspaltung mit Formaldehyd- und Pentosebildung beob- 
achtete W.L6éb bei der Elektrolyse, bei der Einwirkung von Natrium- 
hydroxyd mit und ohne Wasserstoffsuperoxyd, bei der Einwirkung des 
letzteren in Anwesenheit des Eisenniederschlags aus dem Extrakt von 
Pankreas, und schlieBlich bei den Bedingungen der Formaldehyd-Zucker- 
synthese nach Lebry de Bruyn und van Eckenstein, d. h. unter dem EinfluB 
des Bleioxydhydrats bei 70°. Bei der soeben erwihnten Zuckersynthese 
wurde auch Pentosebildung festgestellt, was darauf hinweist, daB Aldol- 
kondensation und Aldolspaltung umgekehrte Vorginge sind. Es ist nun 
von besonderem Interesse, daB Pentose sich, nach den Beobachtungen von 
W. Léb, neben Formaldehyd, Ameisensiure und Polyoxyséuren, ebenso 
wie aus Glucose, auch aus Glycerin bei anodischer Oxydation desselben 
bildet. In vorliegendem Falle verhilt sich also Glycerin ebenso wie Glucose, 
was sich mit dem gleichartigen Verhalten dieser Substanzen auch in bezug 
auf die Citronensiurebildung in den Pilzkulturen zusammenstellen laBt. 

Die Polyoxysauren, die sich bei den oben erwahnten Versuchen von 
W. Léb bildeten, wurden von ihm nicht naher untersucht; er teilt nur mit, 
daB ihre Ca-Salze 14,3 Proz. Ca enthielten. Das weit verbreitete Vorkommen 
von Pentosen oder ihren Derivaten in lebenden Zellen 148t annehmen, 
daB diese fiinfgliedrigen Verbindungen sich auch hier in vielen Fallen von 
Hexosen herleiten'). 

Die angefiihrten Tatsachen legen die Vermutung nahe, daB die Hexosen 
sich bei der Citronensiuregiérung unter Bildung von fiinf- und eingliedrigen 
Radikalen spalten, und daB die Kohlenstoffkette der Citronensiure durch 
die entsprechende Kondensation dieser Radikale entsteht, wobei der Vorgang 
iiber eine der Parasaccharinsiure ahnliche Saure fiihrt. 


Zusammenfassung. 

In den Kulturen von Aspergillus niger und Citromyces glaber auf 
Chinasiure, die eine vortreffliche Kohlenstoffquelle fiir diese Pilze 
darstellt, bildet sich keine Citronensiure. Wenn diese Kulturen saure- 
bindende Basen enthalten, hauft sich in ihnen nur Oxalsiure in be- 
trichtlichen Mengen an. Daraus lit sich der SchluB ziehen, daB es 
sich bei der Bildung der Citronensiure in den Pilzkulturen auf Zucker 
nicht um den Abbau der Plasmasubstanzen, die sich auf Kosten des 
Zuckers regenerieren, sondern um die Umwandlung des Zuckers selbst 
handelt. 

Unter allen bis jetzt gepriiften Verbindungen kommen die Hexosen 
als das beste Ausgangsmaterial zur Bildung der Citronensiure in den 
Kulturen von Aspergillus niger und Citromyces glaber in Betracht. 
Bedeutend schwiicher, besonders bei Aspergillus niger, geht ihre Bildung 
auf Glycerin, viel schwicher auf Arabinose und noch schwicher auf 
Mannit vor sich. 

1) Nach Befunden von Salkowski und Neuberg (Zeitschr. f. physiol. 


Chem. 836, 261, 1902) bildet die Glucuronsaure bei intensiver Faulnis unter 
Abspaltung von Kohlensiure |-Xylose. 
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Auf Glucon- und Zuckersiure bildet sich Citronensiure in den 
Kulturen von Aspergillus niger gar nicht; diese Siuren kénnen also 
nicht als intermediire Stufen bei der Citronensiuregirung angesehen 
werden. 

Die Citronensdiure scheint keinen genetischen Zusammenhang 
mit der alkoholischen Girung und irgendwelchen Produkten zu haben, 
die dieser eigentiimlich sind. 

Die Tatsachen sprechen nicht zugunsten der Acetaldehydhypothese, 
denn die Ausbeute an Citronensiure auf Zucker kann viel héhere Werte 
erreichen, als es nach der dieser Hypothese entsprechenden Gleichung 
zulassig ist. 

Die Umwandlung der Hexosen in Citronensiure vollzieht sich 
wahrscheinlich durch die intermediire Bildung einer Saure, die der 
Parasaccharinsdure nahesteht. Die intermediar entstehende Siure 
hauft sich in den Kulturen von Aspergillus niger auf Zucker unter 
gewissen Bedingungen in ziemlich betrachtlichen Mengen an. Sie laBt 
sich durch Fallung mit Bleiacetat (in Anwesenheit von NH) aus- 
scheiden und weist einige Eigenschaften der Saccharinsaiuren auf. 

Die vorliegenden Tatsachen legen die Vermutung nahe, daB die 
Citronensiuregirung von der Spaltung des Hexosemolekiils unter 
Bildung von vier- und zwei- oder fiinf- und eingliedrigen Radikalen 
und von der entsprechenden Kondensation derselben unter Bildung 
der fiir die Citronensiure geltenden Kohlenstoffkette begleitet wird, 
wobei sich die der Parasaccharinsiure ahnliche Saure als eine inter- 
mediare Stufe bildet. — In dieser Hinsicht sind noch ergiinzende Ver- 
suche notwendig. 
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Uber den Einflu6 von Kolloiden auf Fermente. I. 


Von 
Ludwig Pineussen. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Stadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(EHingegangen am 16. August 1923.) 


Die Fermente, die wir bisher untersuchen, sind zweifellos keine 
reinen Substanzen. Auch wenn die Reinigung so weit getrieben ist, 
wie es Huler und vor allen Dingen Willstdtier erreicht haben, kann 
man bekanntlich von einem reinen Ferment noch nicht sprechen. 
Alle Priparate, die bisher dargestellt wurden, sind zweifellos durch 
Beigabe anderer Substanzen verunreinigt. Wir kénnen also eigentlich 
nur von fermenthaltigen Priaiparaten sprechen, und wir kénnen auch 
nicht sagen, ob die Reaktionen, welche durch Lésungen solcher Praparate 
ausgelést werden, oder auch die Eigenschaften solcher Fermentlésungen 
iiberhaupt wirklich dem wahren Ferment zukommen, oder der un- 
vermeidbaren Verunreinigung oder der Mischung beider. 

Zu den typischen Eigenschaften der Fermentpriparate gehért 
ihre Adsorption durch Substanzen mit groBer Oberflichenentwicklung 
von bestimmtem Charakter. Gerade diese Eigenschaft ist bekanntlich 
von Willstdtter in ausgiebigem Mabe dazu benutzt worden, seinen 
Fermentpriparaten die bisher héchst erreichten Grade von Reinheit 
zu verleihen, indem die stérenden Beimengungen adsorbiert wurden 
und im Gegensatz zu dem wirkenden Agens, das durch Elution vom 
Adsorbens losgelést werden konnte, fest an diesem haften blieben. 
Bei diesem Verfahren werden zweifellos fiir die Wirkung unentbehrliche 
Teile nicht oder nur in geringem Grade irreversibel adsorbiert, was 
daraus hervorgeht, daB die gewonnenen reineren Lésungen stets héhere 
Aktivitat zeigen. 

Die nachfolgenden Versuche, die mit mabig weit gereinigten 
Fermenten des Handels angestellt worden sind, die also Ballaststoffe 
in nicht unerheblicher Menge aufweisen, sollen eine Ubersicht dariiber 
geben, wie ein genau charakterisiertes Kolloid auf solche Fesment- 
lésungen einwirkt. Als Kolloid wurde das elektropositive kolloidale 
Eisen (Ferrum oxydatum dialysatum), gut dialysiert, gewahlt. Die 
Art der Versuchsanordnung entspricht ungefahr den _biologischen 
Verhiltnissen, indem als Adsorbens eine kolloide Lésung und nicht 
ein fester Kérper mit groBer Oberfliche gewahlt wurde. Die Anwendung 
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der unreinen Fermentpriparate des Handels fiihrt zweifellos zu Un- 
genauigkeiten, ja zu Fehlern. Ich muBte aber aus auBeren Griinden 
zunachst auf die Anwendung reinerer Fermentpriparate verzichten; 
fiir biologische Fragen scheint mir jedoch diese Unterlassung nicht 
zu schlimm, da die Praiparate ja nur mit Substanzen verunreinigt sind, 
die auch bei ihrer Wirkung im Organismus ihnen anhingen. 


Die Versuche sollen dartun, wie ein Zusatz der Lésung von kolloi- 
dalem Eisen auf die Lésungen der Fermente wirkt. Vor allem inter- 
essierte die Frage, ob die Wirkung des Kolloids auf das Ferment von 
der Wasserstoffionenkonzentration abhingig ist, da durch Anderung 
der Reaktion Umladungen und dementsprechend geanderte Adsorp- 
tionsbedingungen geschaffen werden kénnen. Es war also zu erwarten, 
daB die Wirkung des Kolloids bei einer bestimmten Reaktion eine 
optimale sein wiirde, daB das Ferment an das Kolloid also so gebunden 
werden wiirde, daB die fermentative Wirkung auf das zugesetzte Substrat 
maximal geschidigt ist. Es wurden die verschiedensten Fermente in 
das Bereich der Untersuchung gezogen: die eiweiBspaltenden Fermente 
Pepsin (aus Magenschleimhaut), sowie ein Trypsin des Handels (Griibler) ; 
ferner Labferment und verschiedene Diastasepraparate. 


Wenn der kolloide Zustand bei der Fermentnatur eine Rolle spielt 
und neben der streng spezifischen Wirkung des eigentlichen Ferment- 
kernes noch vielleicht als zweiter Bestandteil ein Kolloid fiir die Ferment- 
wirkung erforderlich sein sollte, wire es denkbar, daB ein im iibrigen 
unspezifisches Kolloid, sonst aber mit ahnlichen Eigenschaften, wie es 
fiir die betreffende Fermentwirkung erforderlich ist, begiinstigend auf 
diese wirken kénnte, daB also einerseits bei einer bestimmten pq maxi- 
male Schidigung durch Bindung (Inaktivierung) auftreten kénnte, 
bei einer anderen dagegen eine Begiinstigung. Da solche Begiin- 
stigungen mdglich sind, habe ich vor langer Zeit am Trypsin") zeigen 
kénnen, freilich ohne Beriicksichtigung der py. Es soll aber dahin- 
gestellt bleiben, ob es sich hierbei um eine Verstiirkung der Ferment- 
wirkung handelt oder um eine katalytische Wirkung besonderer Art. 

Alle Versuche sind mit der Reihenmethode angestellt, die gewiB 
anfechtbar ist (vgl. hierzu z. B. die Ausfithrungen von Willstdtter tiber 
Diastasebestimmung), die aber durchaus geniigt, um qualitative Unter- 
schiede zu zeigen. 

Prinzipiell wurde folgendermaBen vorgegangen: Eine Reihe von 
Reagenzglasern wurde mit absteigenden Mengen der Fermentlésung 
beschickt (je 1 cem); hierzu wurde 1 ccm Pufferlésung der betreffenden 
pu gegeben, ferner 1 com Lésung des kolloidalen Eisens (Originallésung 


1) Diese Zeitschr. 40, 307, 1912. 
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auf 1/,) bzw. 1/,) verdiinnt, so daB die angewandte Lésung einer Kon- 
zentration von 0,1 mg bzw. 0,05 mg Eisenhydroxyd im Kubikzentimeter 
entsprach). Es ware in manchen Fallen vielleicht wiinschenswert 
gewesen, noch stirkere Lésungen anzuwenden, es verbot sich jedoch 
dadurch, das die Reaktionen dann schlecht verfolgt werden konnten. 
Die entsprechenden Kontrollen erhielten an der Stelle von kolloidalem 
Eisen 1 cem Wasser. Zum SchluB wurden zu jedem Glase 2 cem der 
Substratlésung gefiigt, die Reagenzgliser zusammen fiir bestimmte 
Zeit in ein konstantes Wasserbad gebracht, nach Ablauf der Verdauungs- 
zeit herausgenommen, schnell abgekiihlt und der Erfolg der Ferment- 
wirkung durch Zusatz entsprechender Reagenzien festgestellt. 


Pepsin. 


Angewandt ein Griiblersches Praparat aus Schweinemagen. Ausgegangen 
wurde von einer 0,05proz. Lésung. Die gewiinschte Wasserstoffionen- 
konzentration (zwischen p, = 1,2 und 4,2) wurde hergestellt durch 
Mischungen von Glykokoll und Salzséure. Zu 1 ccm der reihenmaBig mit 
n/30 HCl verdiinnten Pepsinlésung — auch die Lésung des Ferment- 
praparates war mit derselben Salzsiure vorgenommen worden — kam 
1 cem m/3 Pufferlésung, 1 ccm Eisen bzw. Wasser und 2 ccm einer 0,1 proz. 
Lésung von Edestin in der gleichen Salzsiure. Verdaut wurde 60 Minuten 
bei 37°. Auf Verdauung wurde gepriift durch Zusatz gesittigter Kochsalz- 
lésung in tiblicher Weise. Nachfolgend die Resultate dreier Versuche: 
sie sind wegen Raumersparnis, wie auch die der anderen Untersuchungen, 
nur so dargestellt, daB angegeben wird, bei welcher Reaktion die Zugabe 
des Kolloids hemmend, férdernd oder gar nicht wirkt. 














| Férdend | U awirkesm “Schit gend 
Versuch I... .. | 42 3,7 1,2; 1,9; 2.4; 2.9 
tani] | 42 37 12: 119: 2.4: 2:9 
eee ove 3.7; 4,2 12: 119: 2.4: 2:9 


Kontrollversuche mit ionischem Fe (Fe, Cl,) in gleicher Konzentration 
ergaben keine Einwirkung. 

Pepsin wird als Saure von elektropositivem Eisenhydroxyd adsorbiert. 
Sein Optimum liegt bei 1,2 bis 1,4. Auch diese Versuche ergaben das 
Optimum an der gleichen Stelle. Hier war die Hemmung am starksten; 
bei den Reaktionen von 1,9 bis 2,9 war die Schadigung annahernd ebenso 
stark, also bei den Wasserstoffionenkonzentrationen, bei welchen das 
Pepsin noch stark wirksam ist. Dariiber hinaus, also bei 3,7, war der Zusatz 
unwirksam, wahrend bei 4,2, wo die Wirkung des Pepsins nur eine ziemlich 
schwache ist, in fast allen Versuchen eine maBiggradige Zunahme festgestellt 
wurde. Wie schon vorher erwahnt, kann tiber den Grund dieser Férderung 
auch vermutungsweise nicht ausgesagt werden. 


Das Verhalten des Pepsins gegentiber dem Kolloid entspricht 
durchaus den Anschauungen, die sich auf die Adsorption griinden: 
das Ferment wird von dem entgegengesetzt geladenen Kolloid gebunden 
und so in seiner Wirkung auf das Substrat gehemmt. 
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EinfluB von Kolloiden auf Fermente. I. 


Labferment. 


Angewandt verschiedene Lab- und Pepsinpraparate von Griibler. 
Methode: Reihenversuch, Substrat 10proz. Lésung von Trockenmilch 
mit Zusatz von 0,5 Proz. 20proz. Calciumchloridlésung. Wirkenlassen im 
Wasserbade waihrend 30 Minuten und darauf Priifung der Gerinnung. 
Einzelne Versuche wurden so angestellt, daB die Lésungen 24 Stunden im 
Eisschrank aufgehoben wurden und nach dieser Zeit 5 Minuten in ein 
Wasserbad von 37° gestellt wurden. 

Labferment ist als Base aufzufassen, das dementsprechend von elektro- 
positivem Eisenhydroxyd nicht gefallt wird. Nach den vorliegenden Angaben 
gilt dies fiir jede Reaktion. Wenn man annimmt, daf Adsorption und 
Schadigung miteinander parallel gehen, ware der SchluB zu ziehen, daB eine 
Schidigung der Fermentwirkung durch kolloidales Eisen nicht eintritt. 
Dieser Anschauung entsprechen auch im wesentlichen die Versuchsresultate : 
bei einer py zwischen 5,9 und 7,0 war irgendwelche Beeinflussung nicht 
festzustellen. Die Versuche ergaben im einzelnen folgendes: 





Férdernd Unwirksam Schadigend 


Versuch I ..... | we 6,0; 6,4; 6,8 — 
aa — 6,0; 6,4; 6,8 as 
_ 3 — 5,9; 6,3; 6,55; 6,7 — 
OP sid te | sine | 5,9; 6,3; 6,7; 7,0 7,4 


Wahrend das Bild im allgemeinen also der Theorie entspricht, 
ist die Schadigung bei 7,4 nicht leicht erklirlich. Méglicherweise kommt 
hierbei eine Beeinflussung des Substrats in Frage, welche die Lab- 
wirkung erschwert. Bei Behandlung der Ergebnisse mit Trypsin wird 
hieriiber noch einiges zu sagen sein. 


Trypsin. 


Nach den vorliegenden Literaturangaben wird Trypsin sowohl bei 
saurer als bei neutraler Reaktion von Tonerde ebenso wie von Eisen- 
hydroxyd, ferner auch von Kaolin vollstandig adsorbiert, wahrend die 
Adsorption bei alkalischer Reaktion auch statthat, jedoch unvollstandig 
ist. Nimmt man die Adsorption des Ferments als maBgeblich fiir die 
Hemmung der Fermentwirkung an, so miiBte kolloidales Eisen bei saurer 
und neutraler Reaktion die Trypsinwirkung in héherem MaSe hemnien 
als bei alkalischer Reaktion. 

Verwandt wurde ein Trypsin-Handelspraparat, ferner Pankreatin 
Rhenania. Auch hier wurden Reihenversuche ausgefiihrt, indem die Wirkung 
fortschreitender Verdiinnungen auf eine 0,lproz. neutrale Caseinlésung 
(nach der Methode Fuld-Gross dargestellt) gepriift wurde, von der zu je 
leem Trypsinverdiinnung je 2 ccm zugefiigt wurden. Zusatz von Eisen- 
lésung bzw. Wasser sowie von Pufferlésung wie stets. Verdauung im 
Brutschrank 60 Minuten bei 37°. 


Die oben erwahnten Angaben entsprechen wenig den Vorstellungen, 
die man sich von den Adsorptionsverhialtnissen macht. Der isoelektrische 
Punkt des Trypsins liegt nach einer Angabe von Michaelis und Davidsohn 
bei 2. 10-4, das Optimum der Trypsinwirkung bei 2,1 . 10-8, wahrend 
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Long als Optimum fir Caseinspaltung 6 bis 6,5 angibt. Die nach- 
folgenden Versuche erwecken den Ejndruck, alsob das Trypsin, wenigstens 
das der angewandten Priparate, bei gq 6,5 noch schwach positiv ge- 
laden sei. Bei dieser Reaktion hat das kolloidale Eisen keinen EinfluB; 
bei alkalischerer Reaktion mu8 man die Entstehung einer negativ 
geladenen Kombination annehmen, die vom kolloidalen Eisen gebunden 
und dadurch mehr oder weniger unwirksam gemacht wird. Im Gegen- 
satz hierzu ist bei einer geringeren pg die Trypsinwirkung durch das 
Kolloid gesteigert: eine Adsorption bzw. Fallung kommt bei der so 
entstehenden positiven Ladung jedenfalls nicht in Frage. 


Die Versuche verliefen folgendermaBen : 





Férdernd | Unwirksam | 


Schidigend 
WN lca eres 6,3; 5,9 {| 6,55; 6,7 | 
* atone 63;5,9 | 6,55; 6,7 | 
gt EE Re ae a 5,3 | 60 6,8; 7,6; 8,4; 9,1 
eee Eee 5,3; 6,0 — 6,8; 7,6; 8,4; 9,0; 9,8; 10,8 


Es ergibt sich hier eine Reihe von Fragen, die bisher ganz un- 
geklart sind. Bisher habe ich Adsorption des Ferments und Beeinflussung 
der Wirkung stets identifiziert; in der Tat gehen diese Dinge in den 
meisten Fallen parallel. Andererseits gibt es eine Reihe von Angaben, 
welche die Adsorption durchaus nicht mit einer Schadigung des Ferments 
vergesellschaftet wissen wollen. So hat z. B. Michaelis!) angegeben, 
daB an kolloidales Eisen gebundene Saccharase nicht weniger stark 
wirkt als das freie Enzym. Es wire noch ein anderer Mechanismus 
fiir die Hemmung der Fermentwirkung denkbar, nimlich die Wirkung 
des Kolloids auf das Substrat. Es la8t sich aber bisher nicht sagen, 
wie wir uns von diesem Gesichtspunkt aus die Schidigung bei 
alkalischer Reaktion vorzustellen haben. Ebenso schwer zu erkliren 
ist die Férderung, welche bei erheblich saurer Reaktion eintritt: ob 
vielleicht die Bindung Ferment—Substrat dadurch erleichtert wird, 
ob vielleicht das Metallkolloid katalytisch wirkt, mu8 vorlaufig ganz 
dahingestellt bleiben. 


Diastase. 

Es kam zur Beobachtung die Wirkung des Eisenkolloids auf die 
Spaltung léslicher Starke durch verschiedene Diastasen. Von léslicher 
Starke wurde allgemein das Kahlbaumsche Praparat angewandt, so 
daB die Versuche direkt vergleichbar sind. DaB die ,,lésliche“ Starke 
nichts Einheitliches ist, sondern eine Kombination darstellt, ist bekannt, 
ein Fehler diirfte jedoch daraus nicht herzuleiten sein. 


1) Diese Zeitschr. 7, 488, 1907/8. 
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Die verschiedenen Methoden zur Wirkungsbestimmung des. dia- 
statischen Ferments griinden sich bekanntlich auf zwei prinzipiell ver- 
schiedene Dinge: die eine Methode, deren typischster Reprisentant das 
von Wohlgemuth ausgearbeitete Verfahren darstellt, miBt das Verschwinden 
der Starkereaktion, die andere die Bildung von Zucker, besonders Maltose. 
Nach den Anschauungen von Pringsheim') erfolgt bei der Starkespaltung 
zunachst unter der Wirkung eines wenig aktiven Enzyms eine reine Léslich- 
machung durch bloBe Depolymerisation, wobei die Blaufarbung durch Jod 
noch erhalten bleibt. Bei starkerer Enzymwirkung erfolgt bei fortschreitender 
Depolymerisation eine Freilegung von Aldehydgruppen: die Intensitat 
der Jodfairbung nimmt ab, und zugleich nimmt die Reduktionskraft zu. 
Weiterhin verschwindet die Jodfarbung ganz und man gelangt zu den 
sogenannten Maltodextrinen. Beide Phasen des Starkeabbaus, die De- 
polymerisation und die Molekularverschiebung mit Freilegung der Aldehyd- 
gruppe laufen einander nebenher. Als wahrscheinlich ist anzunehmen, 
da® den diastatischen Fermenten zwei verschiedene Wirkungen zukommen 
bzw. daB in den Praparaten sich zwei Fermente finden, deren Unterschied 
besonders bei der Takadiastase mit der hohen starkespaltenden und geringen 
verzuckernden Fiahigkeit sehr evident ist. Wenn auch nach Willstdtter*) 
die Bestimmung des reduzierenden Zuckers sich erheblich exakter durch- 
fiihren la8t, habe ich in diesen orientierenden Versuchen zunichst vor- 
gezogen, die Wirksamkeit der Fermente zu priifen, welche auf den primiren 
Abbau des Starkemolekiils gerichtet ist und die sich also im Verschwinden 
der Jodreaktion manifestiert. 

Die Ausfiihrung der Versuche war die folgende: absteigende Mengen 
der zu untersuchenden Diastase (je 1 cem) wurden mit 1 cem Pufferlésung 
und leem Fe-Lésung bzw. Wasser beschickt, dazu wurden 2ccm einer 
0,1 proz. léslichen Starkelésung gegeben und die Mischungen auf 34 Stunden 
in ein Wasserbad von 37° eingestellt. Nach dieser Zeit wurden sie heraus- 
genommen, schnell abgekiihlt und je 2cem n/1000 Jodlésung zugefiigt. 
Die Starkelésung wurde so hergestellt, daB zu der entsprechenden Menge 
gerade zum Sieden erhitzten Wassers die entsprechende Menge Starke, in 
etwas Wasser suspendiert, zugegeben wurde, ohne da8 weiter erhitzt wurde. 
Die so erhaltene Starkelésung zeigt noch keine irgendwie merkbare Ver- 
anderung der Starke. 


Diastase aus Malz. 


Versuche wie oben angegeben. Zugabe von kolloidalem Eisen bei Ver- 
such 1 bis 4 0,05 mg Eisen im Kubikzentimeter, bei Versuch 5 0,1 mg Eisen- 
hydroxyd im Kubikzentimeter. Als Puffer wurden Phosphate, Borate 
und Citrate angewandt. Die Resultate waren die folgenden: 











Férdernd Unwirksam | Schadigend 
Versuch I ..... — | 5,0; 6,0 | 3,3; 4,0; 4,7; 68; 7,6; 84 
” Bhi te gee Set _ 6,0 6,4; 6, 
Sey | | aie eee — ; — | 6,4; 7,0; 7,7 
Passe 1, ci Naber Vemaay’ _— 6,0 4,0; 4,65; 5,3 
a Wee Bie wits — | 6,0 4,0; 4,65; 5,3; 7,6 


1) Pringsheim, die Polysaccharide. 
2) Willstdtter und Schudel, Ber. 51, 780, 1918. 





PERS AE Os Be Sint 


went 
REE ET ORE RE iy aN WSN 


es Spealler teeta a di a: fate 


pn ane gone, 


ys Semis Site sin 


opie 





aheataroese tee nee 








218 L. Pincussen: 


Nach den vorliegenden Untersuchungen verhilt sich Malzamylase 
bei neutraler und alkalischer Reaktion wie eine Saure, bei saurer wie 
eine Base. Es mu demnach bei saurer Reaktion von Eisen nicht 
adsorbiert werden, wahrend bei neutraler oder alkalischer Reaktion 
von dem entgegengesetzt geladenen Eisenkolloid adsorbiert wird. Die 
Versuche ergeben eine Schiadigung bei allen untersuchten Reaktionen 
mit Ausnahme einer Zone, die sich ungefahr zwischen py 5,3 und 6,0 
erstreckt. Auf die Adsorption ist demnach die verschiedene Wirkung 
bei verschiedener Reaktion nicht zuriickzufiihren. Auch zu einer 
Beeinflussung der Starke durch das Kolloid bestehen nur vielleicht 
auf der alkalischen Seite Beziehungen, indem bei einer Reaktion iiber 
pu 6,8 die Starke vom Eisen mehr oder weniger ausgeflockt wird. 
Es miissen also hier noch andere Verhiltnisse in Frage kommen, welche 
sich einer Analyse bisher entziehen. Mit dem Optimum der Amylase- 
wirkung bestehen dagegen gewisse Beziehungen: wenn auch im all- 
gemeinen dieses zu ungefahr 4,7 angegeben wird, so verschiebt sich 
nach den Untersuchungen von Hahn") auf Salzzusatz dieser Punkt nach 
der alkalischen Seite hin; in den meisten meiner Versuche entsprach 
denn auch die nicht schidigende Wirkung des Eisenkolloids der pg, 
bei welcher ohne Kolloidzusatz die Wirkung optimal war. 

Wenn auch von den meisten Autoren angegeben wird, daB der 
Zusatz von Salzen, der bei der Wirkung der Speicheldiastase eine 
erhebliche Rolle spielt, bei der Diastase aus Malz ohne Einflu8 ist, 
scheint mir aus meinen Versuchen doch hervorzugehen, daB diese 
Anschauung nicht zu Recht besteht. Im Gegenteil zeigt sich auch hier 
ein deutlicher EinfluB, ebenso wie bei der Speicheldiastase abhangig 
vom Anion. Wihrend Cl an dem ganzen Bilde prinzipiell nichts andert, 
ist der EinfluB von NO, deutlich. Die Versuche wurden in der gleichen 
Weise wie vorher beschrieben angestellt, mit dem Unterschiede, daB 
auBerdem lcem einer 2proz. Natriumchlorid- bzw. Natriumnitrat- 
lésung zugefiigt wurde. Die Diastaselésung war, wie auch in den vor- 
herigen Versuchen, 0,125proz. Die Resultate mit Cl'-Zusatz waren 
die folgenden: 




















} : Fordernd Unwirksam | Schidigend % 
Versuch I ..... |} — 5,3; 6,0 4,0; 6,8; 7,6 
II 


| — 6,0 3,3; 4,0; 4,65; 5,3; 6,8; 


dst 


Die Verhiltnisse liegen also hier ebenso wie ohne Salzzusatz. 
Erheblich anders ist das Resultat bei Zusatz von Nitrat. In den Ver- 
suchen 1 und 2 wurde 1 ccm einer 2proz. Lésung, bei Versuch 3 einer 
* 5proz. Lésung zugefiigt. Es ergab sich folgendes: 


1) Hahn und Harpuder, Zeitschr. f. Biol. 71, 287. 
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Férdernd 


“Unwirksam | ——-Schiidigend 
Vervaon 2 eT 6,0; 6,8;7,6| 53 4,0; 4,65 
EE ges cree 68;7,6 | 53;60 | 4,0: 4.65 


1 


Auch hier liegt im Optimum eine Zone, bei welcher das Kolloid 
ganz ohne Wirkung ist, und ebenfalls eine Verschlechterung auf der 
sauren Seite. Ganz neu dagegen ist die Besserung auf der alkalischen 
Seite, fiir die eine Erklirung zu geben vorlaiufig ganz unmdglich ist. 
Auch die Wirkung des Kolloids auf das Substrat kann hier kaum heran- 
gezogen werden. 


Takadiastase. 


Die Deutung der Resultate ist hier besonders schwer infolge der schon 
erwaihnten hohen stirkespaltenden und geringen verzuckernden Kraft. 
Nach den oben mitgeteilten Ausfiihrungen ist das Verschwinden der Starke- 
jodfarbe erst dann intensiver, wenn in gréBerem Mae Aldehydgruppen 
gebildet werden, also die verzuckernde Titigkeit energischer wird. Die 
Versuche, welche mit einer 0,125proz. Lésung des Originalpraparates 
angestellt wurden, ergaben ebenfalls einen Indifferenzpunkt, der bei p,, 6,8 
liegt, wahrend bei héherer Alkalitaét eine Besserung, bei héherer Aciditat 
eine Verschlechterung beobachtet wurde. 





Férdernd Unwirksam | Schadigend 


Wee ss oe 7,4 6,8 4,6; 5,9 
uM, oo. 4 ooo ov iegg 4,6; 5,9 


Eine Erklirung dieses Verhaltens lat sich auch nicht geben: 
wiirde man die Adsorptionshypothese machen, so miiBte es gerade 
umgekehrt sein; auch der isoelektrische Punkt kommt nach dem bisher 
bekannten in keine Beziehung, da dieser bei deutlich saurer Reaktion 
liegt. Es wiirde also in diesem Falle beim Optimum die gréBte Schi- 
digung eintreten. Zusatz von Salzen verschiebt das Bild etwas, jedoch 
nicht in ganz klarer Weise. Es hangt augenscheinlich auBerdem viel 
von der Menge des zugesetzten Salzes ab. So war bei einem Versuche 
unter Zusatz von Natriumchlorid das Verhaltnis ganz umgekehrt, 
indem bei 4,65, also dem Optimum der Diastasewirkung, eine Beein- 
flussung vollkommen fehlte, waihrend bei alkalischer Reaktion eine 
Schadigung zu verzeichnen war. Versuche mit anderen Mengen gaben 
ein fast entgegengesetztes Bild. Auf Zusatz von Nitrat wurde in mehreren 
Versuchen eine Zone zwischen py 4,65 und 6,8 festgestellt, bei welcher 
das Kolloid ganz unwirksam war, wahrend bei alkalischer Reaktion 
eine Schadigung auftrat. Andere Versuche unter anderen Verhiltnissen 
jedoch ergaben wiederum abweichende Resultate. 
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Speicheldiastase. 


Es wurde angewandt menschlicher, in iiblicher Weise gewonnener 
Speichel, der ohne weitere Behandlung auf das Zehnfache verdiinnt, filtriert 
und zur Analyse verwendet wurde. Versuchsanordnung wie stets. Bei 
der Wichtigkeit der Anionen fiir die Speichelwirkung wurden auBer Ver- 
suchen mit unbehandeltem Speichel auch solche ausgefiihrt, in denen 
Chlorid und Nitrat zugesetzt wurden. 


Nach vorliegenden Untersuchungen wird Speicheldiastase bei jeder 
Reaktion sowohl von Kaolin wie von Tonerde, also auch von Eisenhydroxyd 
adsorbiert. Das Optimum liegt nach Michaelis und Pechstein fiir Phosphat- 
puffer bei 6,1 bis 6,2, nach Hahn bei 6,4 bis 6,5, fiir Chloridamylase bei 6,7, 
fiir Nitratamylase bei 6,9. Durch neutrale Alkalisalze wird das Optimum 
nach der sauren Seite verschoben. 


Meine Versuche ergaben folgendes: 





Fordernd | Unwirksam Schadigend 
Ohne Zusatz 
Vereudn. fi. 6% 6,8; 7,4 5,9 | 4,6 
i Be aad a itt 6,8; 7,4 5,9 4,6 
Chloridamylase . . . _ — 40 —7,6 
Nitratamylase .. . — _ 4,65—8,4 


Speicheldiastase ohne Zusatz ergibt also eine Wirkungslosigkeit 
des Kolloids im optimalen Punkte, eine Verschlechterung bei saurer, 
eine Besserung bei alkalischer Reaktion. Auf Zusatz von Cl bzw. NO, 
Schadigung im ganzen untersuchten Gebiet. Auch hier ist mit unseren 
bisherigen Kenntnissen eine Analyse nicht méglich. Die Adsorptions- 
theorie kommt sicherlich nicht in Frage, da Diastase ja bei jeder 
Reaktion adsorbiert wird; freilich veraindern sich durch den Zusatz 
des Anions Cl bzw. NO, die elektrischen Eigenschaften in ganz typischer 
Weise, indem eine Substanz mit Saurecharakter gebildet wird, bei 
der die Adsorption durch das gegensitzlich geladene Eisen erheblich 
stirker sein muB als bei dem Ferment ohne Zusatz. Ob jedoch hier 
der Schliissel fiir dieses Verhalten liegt, mu8 vorlaiufig dahingestellt 
bleiben. Denkbar ist natiirlich auch eine Beeinflussung der Starke 
durch das Salz bzw. das Anion. 


Wie diese Versuche, welche zunachst nur orientierend gedacht 
sind, zeigen, lat sich fiir die Wirkung auch eines wohlcharakterisierten 
Kolloids auf im iibrigen gut bekannte enzymatische Vorgange keine 
fiir alle Fille giiltige Erklarung geben. Die Wirkungen sind aufer- 
ordentlich wechselnd und vielfach sehr undurchsichtig. Sie hangen 
von den verschiedensten Dingen ab. Zwar spielt die Reaktion eine 
erhebliche Rolle, doch ist diese durch die verschiedensten Neben- 
bedingungen hiufig getriibt, verschleiert oder ganz verdeckt. Sicher 
kommt auch der Wirkung des Kolloids auf das Substrat erhebliche 
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Wichtigkeit zu: in welchem Sinne, laBt sich vorlaufig auch nicht ent- 
scheiden. Grundsatzlich ergibt sich, da die Wirkung des hier unter- 
suchten kolloidalen Eisens in weitaus den meisten Fallen eine schidigende 
ist, daB Unwirksamkeit sich haufig im isoelektrischen Punkte findet 
und daB eine Férderung in einzelnen Fallen sicher beobachtet ist, 
ohne daB sich hierfiir eine biindige Erklarung geben lieBe. Es wird 
notwendig sein, diese Untersuchungen zunichst an einem einzigen 
Beispiel unter den verschiedensten Bedingungen zu priifen, um unsere 
Kenntnisse in dieser auBerordentlich schwierigen Materie zu vertiefen. 
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Uber den Einflu$ von Kolloiden auf Fermente. II. 


Von 
Jitsuichi Hagihara. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Stadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 16. August 1923.) 


In der vorhergehenden Mitteilung ist gezeigt worden, wie ein an- 
organisches Kolloid mit einem typischen Ladungssinn auf verschiedene 
fermentative Prozesse einwirkt, insbesondere wie sich der Einflu6 
der Wasserstoffionenkonzentration hier bemerkbar macht. In dieser 
Arbeit habe ich nun versucht, in ahnlichem Sinne den EinfluB8 zweier 
Substanzen zu untersuchen, die zu der biologisch wichtigen Klasse 
der Lipoide gehéren, wenn ihnen auch sonst Ahnlichkeit nicht zukommt. 
Es handelt sich um das Cholesterin und um das Lecithin. Uber das 
Cholesterin bestehen so gut wie keine Angaben!): man hat es hier auch 
nicht eigentlich mit einem Kolloid zu tun; die feinen Suspensionen, 
die man erzielen kann, zeigen zwar feinste Partikelchen, sind aber als 
eigentliches Suspensionskolloid noch nicht anzusehen, wenn es auch 
sehr stark an der Grenze steht. Naher den Kolloiden, und zwar den 
hydrophilen, stehen die von mir angewandten Lésungen des Lecithins. 
Hier besteht eine ziemlich reichhaltige Literatur, die in den Hauptpunkten 
kontrovers ist. Mit Ausnahme von Lapidus (1), der Handelslecithin 
untersucht hat, haben die meisten Autoren Extrakte aus Organen, 
auf verschiedene Weise hergestellt, verwendet. Minami (2) fand einen 
ganz verschiedenen EinfluB, je nachdem ob die Lipoide mit Benzol 
oder Petrolither, oder mit Ather oder mit Aceton extrahiert worden 
waren: im ersten Falle kein EinfluB, im zweiten eine Férderung, die 
z. B. auch von Centanni (3) gefunden wurde, im dritten Falle eine 
Hemmung. Starkenstein fand im wesentlichen eine EinfluBlosigkeit (4), 
Lapidus eine Hemmung: die von Minami gefundene Férderung methyl- 
alkoholischer Lésung fiihrt er auf den Methylalkohol zuriick, wogegen 
wieder ein Befund jenes Autors steht. Die Angaben sind also durchaus 
nicht einheitlich: das diirfte im wesentlichen daran liegen, daB die 


1) Die grundlegenden Versuche Willstdtters mit Lipase sind in anderem 
Sinne angestellt. 
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Versuchsbedingungen der verschiedenen Autoren verschieden waren. 
Eine Riicksichtnahme auf die Reaktion findet sich in keinem der Ver- 
suche, und doch ist sie sicherlich von erheblicher Wichtigkeit. 

Was nun die Natur der angewandten Suspensionen bzw. Kolloid- 
lésung betrifft, so ist nach alteren Angaben Cholesterin als positiv 
schwach geladenes Kolloid aufzufassen. Dies diirfte nicht ganz den 
Verhialtnissen entsprechen, da es sowohl bei saurer Reaktion wie bei 
alkalischer kaum eine Wanderung zeigt. Vielleicht findet bei saurer 
Reaktion eine geringe Uberfiihrung zur Anode hin statt. Wir werden 
es daher praktisch als indifferent bezeichnen miissen. Anders ist es 
mit dem Lecithinhydrosol. Das Sol ist negativ geladen, und zwar 
zeigt sich diese Ladung unverandert, ob man es in ziemlich stark 
alkalischer Lésung (pq 7,8) oder bei verhiltnismaBig saurer Reaktion 
(Pa 4,65) wandern laBt, bei Anwendung von Phosphatgemischen. Hier- 
aus ergeben sich natiirlich gewisse Adsorptionserscheinungen, die sich 
wahrscheinlich gegen das Ferment richten kénnen; Starkelésung wird 
vom Lecithin nicht ausgeflockt. 

Die Methodik des Stiarkeabbaues durch Diastase wurde nach 
der Wohlgemuthschen Methode festgestellt. Uber die Technik der 
Methode, ihre Fehlerquellen und die Bedenken, welche man gegen sie 
haben kann, wurde in der vorigen Abhandlung (Pincussen) schon das 
Notige gesagt. Die Herstellung der Suspension bzw. kolloidalen Lésung 
folgte prinzipiell dem Vorschlage von Porges und Neubauer (5). Chol- 
esterin wurde in Aceton gelést und die Lésung in destilliertes Wasser 
eingetropft. Man erhalt auf diese Weise eine auBerst feine Suspension 
mit einem Gehalt bis zu 0,1 Proz. Cholesterin. Es sei bemerkt, daB 
die verschiedenen Cholesterinpraiparate sich nicht ganz einheitlich 
verhalten: so gelang die Darstellung aus einem reinen Merckschen 
Praparat sehr leicht, waihrend ein ebenfalls reines Praparat von Kahl- 
baum zunichst Schwierigkeiten ergab. Die Lecithinlésungen wurden 
so hergestellt, daB reinstes Lecithin Merck in Ather gelist und 
die atherische Lésung in Wasser eingegossen wurde. Hier gelang die 
Darstellung ohne jede Schwierigkeit. Die Lésungen wurden dann 
auf ein Wasserbad gebracht, um das Aceton bzw. den Ather vollstandig 
zu entfernen, was stets einige Stunden in Anspruch nimmt. Nur unter 
diesen Bedingungen kann man Lésungen bzw. Suspensionen bekommen, 
in denen der zweifellos durch die Zugabe des Lésungsmittels bedingte 
Fehler ausgeschaltet ist. Die so erzielten Lésungen halten sich mindestens 
einige Tage ganz unverindert. Angewandt wurde ferner ein _,,kolloi- 
dales Cholesterin“’, das von der Firma Heyden hergestellt wird und 
nicht unerhebliche Mengen eines eiweiBaihnlichen Schutzkolloids enthalt. 
Dieses verhilt sich ganz abweichend von dem aus reinem Cholesterin 
ohne Zusatz hergestellten Praparat: es zeigt vielmehr die Eigen- 
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schaften des Schutzkolloids. Als Pufferlésungen dienten n/10 Lésungen 
von Citrat und Borat mit Salzsiure bzw. Natronlauge. 

Als Diastasepriparate wurden angewandt eine Amylase aus Malz 
von Griibler, Pankreatin-Rhenania, Takadiastase und endlich Speichel- 
diastase vom Menschen. Im allgemeinen wurde 1 ccm der verdiinnten 
Diastaselésung in zunehmender Verdiinnung mit 1 cem n/10 Pufferlésung 
versetzt: hierzu kam 1 ccm Cholesterin bzw. Lecithinlésung (in den 
Kontrollen Wasser) und endlich 2ccm 0,lproz. Starke. Verdauung 
im Wasserbade 30 Minuten bei 37°. 

Im einzelnen ergaben die Versuche folgendes: 

Tabelle I ergibt den Einflu8 von Cholesterinsuspensionen auf die 
verschiedenen Diastaselésungen, bei Anwendung von aus Aceton bereiteter 
Cholesterinsuspension. 





Tabelle I. 
k ee Zusatz | Férdernd | Unwirksam | Schiadigend 
Cholesterin- 
suspension 
Konzentration | | 
0,25proz. Malz , | 1:4000 | a 4,0; 4,65; | 6,8; 7,6; 8,4 
| 5,3; 6,0 
0,25 ,, eens 1: 2000 —— 4,0; 4,65; 6,8; 7,6; 8,4 
5,3; 6,0 | 
0,05 , Taka. | 1:4000 — 4,0; 4,65; | 6,8; 7,6; 8,4 
| 5,3; 6,0 | 
0,05 ,, eee 1: 2000 — | 4,0; 4,65; 6,8; 7,6; 8,4 
| 5,3; 6,0 
Speichel .... 1: 4000 ~- 40; 465; | 7,6; 8,4; 9,1: 
| 5,3; 6,0; 6,8) 9,8 
= - SRS 1: 2000 ~ | 4.0; 4,65; 6,8; 7,6; 8,4: 
| | 5,3;60 | 91;98 
o» seb rieetcay: 1: 1000 — 4,0; 4,65; | 6,8; 7,6; 8,4; 
I 5,3; 6,0 | 9,1; 9,8 
0,4proz.Pankreatin | 1: 2000 con 4,0; 4,65; | 6,8; 7,6; 8,4: 
| 5,3; 6,0 9,1; 98; 
| | 10,4 
04 « Pes 1: 1000 —_ 4.0; 4,65; | 6,8; 7,6; 8,4; 
5,3; 6,0 9,1; 9,8; 
10,4 


Sie ergibt fiir alle angewandten Diastasen dasselbe Bild: bei saurer 
Reaktion bis zu py = 6,0 findet keinerlei Beeinflussung der diastatischen 
Wirkung statt, waihrend bei alkalischerer Reaktion die diastatische Wirkung 
gehemmt wird. Die Hemmung ist nicht sehr stark, jedoch deutlich aus- 
gesprochen. 

Das Bild ist nicht ganz dasselbe, wenn man das Cholesterin auf andere 
Weise zubereitet, namlich es in Ather-Alkohol lést und dann in Wasser 
eintrigt. Hier fand sich bei einer Konzentration der Suspension von 1: 10000 
dasselbe Bild wie oben beschrieben nur bei Malzdiastase, wahrend bei den 
anderen Fermentpraparaten eine Wirkung in keinem Falle zu erkennen war. 
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Tabelle II. 





Diastase Zusatz Férdernd Unwirksam | Schiadigend 


i 


Cholesterinsuspension 
(aus Ather-Alkohol), | 
Konzentration 
. — 4,0; 4,65; 7,6; 8,4; 9,1 
5,3; 6,0; 6,8 
605 ,, ‘Take... 1: 10000 — 40;465; | —- 
5,3: 6,0; 68; 
7,6; 8,4; 9,1 | 
0,2 ,, Pankreatin 1: 10000 — 4,0; 4,65; — 
5,3; 6,0; 6,8; 
| 7,6: 8,4; 9,1 
— 4,0; 4,65; a 
5,3; 6,0; 6,8; 
7,6; 8,4; 9,1 | 


0,5proz. Malz. . 


Speichel (unverdiinnt) 1: 10000 


Wurde die mit Aceton bereitete Cholesterinlésung zunachst mit Speichel- 
diastase zusammengebracht, unter gleichzeitiger Beifiigung des Puffers, 
und ¥% Stunde im Wasserbad belassen, und dann erst Stirke zugefiigt, 
so ergab sich das gleiche Resultat wie oben beschrieben. Unwirksamkeit 
bei p,, 4,0 bis 6,0, Verschlechterung bei alkalischer Reaktion. Man diirfte 
aus diesen Ergebnissen wohl annehmen, da8 ein Zusammentritt der Diastase 
mit dem Cholesterin eingetreten und fiir die Hemmung verantwortlich 
zu machen ist. 

Tabelle III. 





Diastase Zusatz Férdernd Unwirksam | Schidigend 


Cholesterinsuspension 


Speichel = 4.0; 4,65; 6,8; 7,6; 
53:60 | 84: 91 

2» ca ee 1: 2000 | aes 4,0; 4,65; 6,8; 7,6; 
(vorher im Wasserbad) 5,3; 6,0 8,4; 9,1 


Ganz anders stellt sich das Bild dar, wenn man das schon vorher 
genannte Heydensche Priparat verwendet. Wie Tabelle IV ergibt, ist 
auch hier bei stark saurer Reaktion eine Hemmung, bei wenig saurer, 





Tabelle IV. 





Fordernd Unwirksam | Hemmend 


Diastase Zusatz 
Kolloidales Cholesterin 
Heyden 
0,5proz. Malz. . 0,05 Proz. 7,6; 84 | 53;60;68 4,0; 4,65 
0,25 ” ” $: 8 0,05 ” 7,6; 8.4 5,3: 6,0; 6,8 4.0; 4,65 
0,025 proz. Taka . 0,05 ,, — 4.0; 4.65; a 
| 5,3; 6,0; 6,8; 
7,6; 8, 
Speichel (unverdiinnt) 0,05 ,, 8,4 5,3; 6,0; 6,8; 4,0; 4,65 
7,6 
. i 0,05 5, 8,4; 9,1; | 5,3; 6,0; 68; 4,0; 4,65 
9,8 7,6 
0,1 proz.Pankreatin CGR; _ 5,3; 6,0; 6,8; 4,0; 4,65 
(filtriert) | 7,6; 8.4; 9,1 
0,1 proz.Pankreatin | 0,05 ,, | 9,8; 10,65 5,3; 6,0; 6,8; 4,0; 4,65 
(filtriert) 7,6; 8,4; 9,1 




















226 J. Hagihara: 


zum Teil sogar bei alkalischer Reaktion — das ist fiir die verschiedenen 
Diastasen verschieden — Indifferenz, wahrend bei noch alkalischerer 
Reaktion, mindestens bei p,, 7,6, eine Férderung zu bemerken ist. Die 
Firma Heyden hatte die Liebenswiirdigkeit, uns auch den Eiwei®stoff, 
der als Schutzkolloid verwandt wird, zur Verfiigung zu stellen: Versuche 
mit diesem allein ergaben ein ganz identisches Verhalten: es handelt sich 
also nur um eine Beeinflussung durch diesen Eiwei®kérper, waihrend das 
Cholesterin gar keinen Einflu8 hat. 

Die Versuche mit Lecithin ergeben ebenfalls ein einheitliches Resultat. 
Mit Ausnahme des Versuches mit Speicheldiastase, wo eine auBerordentlich 
geringe Lecithinkonzentration angewandt wurde, war bei allen angewandten 
Reaktionen von 4,0 bis 9,8 regelmaBig eine zum Teil recht ausgesprochene 
Hemmung zu konstatieren; nur in dem letzten Versuch mit Speicheldiastase 
der Tabelle V sehen wir Unwirksamkeit bei saurer Reaktion. Da8 diese 








Tabelle V. 
a | Zusatz Férdernd = Unwirksam Schadigend 
Kolloidale 
Lecithinlésung 
0,25 proz. Malz 1: 2000 — — 4.0; 4,65; 
5,3; 6,0; 6,8; 
7,6; 8, 
0,05 , Taka . 1:2000 — — 4,0; 4,65; 
6,0; 6,8; 7,6; 
Speichel (unverdiinnt) 1: 2000 — — 4,0; 4,65; 
| 5,3; 6,0; 6,8; 
| 7,6; 8,4; 9,1; 
| 9,8 
0,05proz. Taka . 1: 10000 -— — | 4,0; 4,65; 
5,3; 6,0; 6,8; 
| 7,6; 8,4 
Speichel (unverdiinnt) 1:10000 — -— | 4,0; 4,65; 
5,3; 6,0; 6,8; 
| 7,6; 8,4; 9,1; 
a 1:40000 — — | 4,0; 4,65; 
| 5,3; 6,0; 6,8; 
7,6; 8,4; 9,1; 
98 
e = 1:10000 ~ 4,0; 4,65; 5,3 | 6,0; 6,8; 7,6; 
| 8,4; 9,1; 9,8 
0,4proz.Pankreatin 1:5000 — — | 4,0; 4,65; 
| 5,3; 6,0; 6,8; 
| 7,6; 8,4; 9,1; 
| 8 
O¢';. a 1:1000 —_ — | 4,0; 4,65; 


| 5,3; 6,0; 6,8; 
7,6; 8,4; 9,6; 


b) 


von Wichtigkeit ist, zeigt auch vorstehender Versuch der Tabelle VI an 
Takadiastase, die hier in héherer Konzentration angewandt wurde; es 
zeigt sich hier bei schwacheren Konzentrationen ebenfalls eine gewisse 
Zone, in der der Zusatz unwirksam ist, wahrend im iibrigen stets eine 
Beeinflussung der Fermentwirkung beobachtet wird. 
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Tabelle VI. 





Diastase Zusatz | Férdernd Unwirksam Schadigend 


Lecithinlésung 


0,lproz. Taka. . 1:50000 _ 4,0; 4,65; — 
5,3; 6,0; 6,8; 
7,6 
i ae Pat vac 1: 25000 — 4.0; 4,65; — 
5,3; 6,0; 6,8; 
7,6 
ee OP tee 1: 10000 =~ 4.0; 4,65; 6,8; 7,6 
5,3; 6,0 
4 ee SE ae 1:5000 cal 4,0; 4.65; 6,0; 6,8; 7,6 
5,3 
3 oer alta Ye 1: 2500 — —_ 4,0; 4,65; 
5,3; 6,0; 68: 
7.6 


Endlich habe ich noch einen Versuch zur Orientierung ausgefiihrt, 
ob Zusatz von Kochsalzlésung einen Einflu8 auf die Lecithinwirkung 
ausiibt. Die Hemmung war sehr ausgesprochen bei py = 4,65, wihrend 
bei 6,0 bis 8,4 die Fermentwirkung unter Kochsalzzusatz erheblich gebessert 
war. Das weitere Studium dieses Einflusses des Salzzusatzes muB spiterer 
Untersuchung vorbehalten bleiben. 

Als Resultat meiner Untersuchung méchte ich also nochmals 
wiederholen, daB die Wirkung des in feinster Suspension verteilten 
Cholesterins auf die verschiedenen angewandten Diastaselésungen in 
keinem Falle eine Besserung ergab. sondern je nach der Reaktion eine 
Verschlechterung oder auch Unwirksamkeit. Ein Ergebnis, das etwas 
anderes zu zeigen schien, ist auf eine Beimengung zuriickzufiihren. 
Lecithin in feinster Verteilung wirkt fast ausschlieBlich hemmend auf 
die Diastasewirkung mit Ausnahme sehr schwacher Konzentrationen, 
bei denen, ahnlich wie beim Cholesterin, bei saurer Reaktion Unwirk- 
samkeit statthat. Eine Besserung der Diastasewirkung durch die 
genannten ,.Lipoidsubstanzen“ wurde in keinem Falle festgestellt. 

Worauf diese Erscheinungen zuriickzufiihren sind, la8t sich mit 
absoluter Sicherheit vorliufig nicht sagen: es diirfte am wahrschein- 
lichsten sein, daB es sich um Adsorptionsbindungen handelt, durch 
welche der Abbau gehindert wird. 


Literatur. 


1) H. Lapidus, diese Zeitschr. 30, 39, 1910. — 2) D. Minami, eben- 
daselbst 39, 355, 1912. — 3) Centanni, ebendaselbst 29, 389, 1910. — 4) EZ. 
Starkenstein, ebendaselbst 33, 423, 1911. — 5) Porges und Neubauer, eben- 
daselbst 7, 152, 1908. 
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Fermente und Licht III. 


Von 
L. Pineussen und N. Kato. 


Urease II. 


Von 
Naosaburo Kato (Kanazawa, Japan). 


(Aus der biochemischen Abteilung des Stiidtischen Krankenhauses 
am Urban zu Berlin.) 


(Eingegangen am 16. August 1923.) 


In der vorigen Mitteilung!) sind wir zu dem Schlu8 gekommen, daB 
die Soja-Urease beim Belichten durch die Sonne sowie das Quarz- 
lampenlicht schwachere Fermentwirkung zeigt und diese Abschwichung 
bei saurer Reaktion undeutlicher ist als bei neutraler, besonders dem 
optimalen Punkte. Aus dem Ergebnis meiner Experimente?) ergibt 
sich die Notwendigkeit, festzustellen, auf welchen Bestandteil — die 
Urease oder den Bestandteil X — das Licht hauptsichlich einwirkt. 

Die Feststellung ist schwierig, weil man noch keine Methode 
kennt, wodurch die Menge der Urease und des X sicher festgestellt 
werden kann. Die besten Ergebnisse liefert die von mir auch schon 
friiher angewandte Methode. 

Unser erster Versuch wird deshalb mit dieser Methode ausgefiihrt. 


Versuch 1. 


Eine frisch aufgeléste 0,5 Proz. Ureaselésung wird in Glasréhrchen durch 
die Sonne (Juli) belichtet. Zur Kontrolle wird dieselbe Lésung in mit 
Aluminiumblech bedecktem Glas gleichzeitig behandelt. Beim Belichten 
werden alle Proben in ein Wasserbad gestellt, so da die Proben bei 
gleicher Temperatur bleiben. Die Belichtung (ohne Zusatz einer Pufferlésung) 
dauert 4 Stunden (10 bis 2 Uhr), und die Temperatur des Wasserbades 
zeigt am Anfang 18°, am SchluB 30°. 


1) L. Pincussen und N. Katé, diese Zeitschr. 184, 470. 
*) N. Kato, ebendaselbst 186, 499; 189, 352. 
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Nach dem Belichten wird die Probe mit Zusatz von 2 cem Phosphat- 
gemisch (m/15, py = 7,2) bei verschiedener Harnstoffkonzentration auf 
ihre Fermentwirkung gepriift. Die Resultate sind wie folgt: 








Tabelle I. 
Menge des | r Menge des 

Probe Mange tne Por vo Pomc Probe Henge aes entenndeann 

Hamstoffs Ammoniaks Hamstoffs | Ammoniaks 
ccm mg mg com mg mg 

Belichtet: Im Dunkeln: 
0,6 | 12 0,70 0,6 | 12 | 1,88 
eo | @& -| 2 ee ee go ee 
06 | 48 | 0,75 06 = || 4 am 
0,6 I 96 0,48 0,6 96 0,95 
0,6 | 192 | 0,47 0.6 | 192 0,90 
eh Giese ae eee at mm 0,42 


Gesamtvolumen: 4,2 ccm, Temperatur: 40°. 
Reaktionszeit: 1 Stunde. 
Py am Anfang der Reaktion: 7,2. 


Versuch 2. 
Der Versuch wird genau gleich wie Versuch 1 ausgefiihrt, Belichtungs 
zeit 3 Stunden, Temperatur des Wasserbades 21 und 34°. 
Bei der Priifung der Fermentwirkung wird je 1 cem gekochter 0,5 proz. 
Ureaselésung zugefiigt. 





Tabelle II. 
Menge des | Menge des entstandenen Ammoniaks 
eet || durch belichtete Probe | durch unbelichtete Probe 

Speen. ms: is HI Sh os = oie ma 2 pe Ne mg a 

12 1,79 2,20 

24 1,92 2,30 

48 | 1:96 | 2'33 

96 184 1.98 

192 1,16 1,50 

384 0,66 0,95 


Gesamtvolumen: 5,2 cem, Temperatur: 40. 
Reaktionszeit: 50 Minuten. 


Versuch 3. 

Um die Ergebnisse der vorigen zwei Versuche miteinander genauer 
zu vergleichen, wird gleichzeitig mit und ohne Zusatz gekochter Urease 
verdaut. 

Belichtung: durch die Sonne 41% Stunden. 

Temperatur des Wasserbades: am Anfang 24°, am SchluB 36°. 
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Tabelle III. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


tb fee eee 
Menge des || durch belichtete Probe 

H St. i ry , ; 

— ohne Zusatz mit Zusatz von|| ohne Zusatz mit Zusatz von 
| der gekochten 1 ccm der ges || der gekochten | 1 ccm der ge: 


durch unbelichtete Probe 











Urease kochten Urease Urease kochten Urease 
mg | mg mg mg | mg 
] 
12 2,77 2,97 3,82 4,20 
48 2.41 — | 2. }: Re 
192 1,22 350 | 205 | 6,00 
384 0,63 at oe 3,80 


Menge der Probe: 1 ccm, Gesamtvolumen: 6,1 ccm. 
Temperatur: 40°, Reaktionszeit: 1 Stunde. 


Aus den Ergebnissen der obigen drei Versuche geht sehr deutlich 
hervor, daB 

1. Wirkungen mit und ohne Zusatz von gekochter Ureaselésung 
verschieden sind und abhangig von der Probemenge und Harn- 
stoffkonzentration ; 

2. die Belichtung auf die Urease in zwei Arten wirkt, erstens 
Schadigung der Fermentwirkung, die durch Zusatz von ge- 
kochter Lésung reaktiviert wird und eine zweite, die dadurch 
nicht wieder hergestellt werden kann. 

Die Ursache obiger Erscheinungen miissen wir also folgendermaBen 
annehmen: Die Schidigung der Fermentwirkung, die durch gekochte 
Ureaselésung reaktiviert wird, beruht auf der direkten Beeinflussung der 
Urease, und die durch dieselbe reaktivierbare Schadigung hat eigentlich 
keine Verbindung mit der Urease selbst, sondern mit dem Bestandteil X. 

Die sicherste Methode, um die letzte Frage unmittelbar zu lésen, 
wire die quantitative Bestimmung von X, die noch unbekannt ist. 

Um die Menge des X mittelbar abzumessen, kann man sich der 
folgenden Tatsache bedienen, da® die Ureasewirkung bei gréferer 
Harnstoffkonzentration durch Zusatz von gekochter Urease verstirkt 
wird, und diese Verstiirkung eine bestimmte Grenze hat, die durch 
die Harnstoffkonzentration und die Menge der gekochten Urease be- 
stimmt wird. 

Wenn man bei einer Ureasepriifung, die durch eine bestimmte 
Menge, bei einer bestimmten Harnstoffkonzentration (gréBer als A.H.K., 
vgl. hierzu Kato, |.c., 2) ausgefiihrt ist, verschiedene Mengen des 
Untersuchungsmaterials, das unbekannte Mengen X enthialt, zu den 
Reaktionsfliissigkeiten zufiigt und abmift, mit welcher Menge des 
Zusatzes die Fermentwirkung die optimale Wirkung zeigt, so kann man 
die Mengen des sich im Untersuchungsmaterial befindenden X mit- 
einander vergleichen. 


eres: 
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Andererseits, wenn man zu einer bestimmten Menge der Urease- 
proben, die verschiedene Mengen X enthalten und deren Mengen man 
miteinander vergleichen will, verschiedene Mengen der gleichen ge- 
kochten Ureaselésung zufiigt und die Maximummenge der zugesetzten 
gekochten Urease, bei der die Fermentwirkung optimal ist, bestimmt, 
so kann man, durch Vergleichung der beobachteten Zusatzmengen, 
eine relative Zahl der in Ureaseproben vorhandenen X-Mengen er- 
mitteln. 

In diesem Sinne habe ich die folgenden Versuche angesetzt. 


Versuch 4. 
0,5proz. Ureaselésung wird durch die Sonne 4 Stunden lang belichtet. 
Temperatur des Wasserbades beim Belichten zeigt 27 bzw. 37°. 
Nach dem Belichten wird die Probe, mit Zusatz von verschiedener 
Menge der 0,5proz. gekochten Ureaselésung, auf die Fermentwirkung 
gepriift. 











Tabelle IV. 
l l 2 as 
Menge | Menge des Menge der ge- | Seti des entstand A soniaks e 
ee PE 5 Seatatan cane | durch belichtete Probe | durch unbelichtete Probe 
anand moh i = mg io i ccm | as 5 me =i A mg z 
0,5 120 0 0,18 0,41 
05 10 60 || OB 0,49 | 071 
0.5 mm. | 0,88 1,74 
0,5 120 | 1,5 1,04 1,72 
0,5 a a a 1,04 | 1,72 
0 120 | 2,0 | 0 _ 


Gesamtvolumen: 5,5 cem, Temperatur: 40°. 
Reaktionszeit: 50 Minuten. 
Py am Anfang der Reaktion: 7,2. 


Unter den obigen Bedingungen ist, um die Maximalfermentwirkung 
zu haben, Zusatz von 1 cem gekochter Ureaselésung fiir die unbelichtete 
Probe geniigend, wiahrend fiir die belichtete Probe 1,5 cem gebraucht wird. 


Versuch 5. 

0,5proz. Ureaselésung wird mit Sonne 3 Stunden lang belichtet. 
Temperatur des Wasserbades 24 bzw. 36°. Nach dem Belichten werden 
beide Proben (im Licht und im Dunkel) in kochendes Wasserbad 15 Mi- 
nuten lang eingestellt. Verschiedene Mengen dieser Probe werden zu 1 ccm 
0,25proz. frisch hergestellter Ureaselésung zugefiigt, und die letzte wird 
auf ihre Fermentwirkung gepriift. 

Man erkennt aus Tabelle V, daB 2,5 ccm der belichteten gekochten 
Ureaselésung und 2,0ccm der unbelichteten gekochten Ureaselésung 
auf die Ureasewirkung genau gleich einwirken. 

In den Versuchen 1 bis 5 wurden alle sonstigen Bedingungen 
genau gleich gehalten, und infolgedessen ist kein Zweifel, ob die 
beobachteten Erscheinungen auBer dem Belichten noch von anderen 
Umstinden verursacht sind. 
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Tabelle V. 





epee. | 
|| Menge der Menge des Menge des 


Menge der Probe 
_____|| Ureaselésung | entstandenen 


belichtet | im Dunkeln an proz.) Harnstoffs | Ammoniaks 
com com | com | mg mg 
— a 1 240 | 0,45 
2,5 ~ a 240 0 
-- 2,5 — 240 0 
0,5 -- l 240 0,98 
1,0 — 1 240 1,60 
1,5 1 240 2,28 
2,0 a 1 240 2,50 
2,5 —_ 1 240 2,70 
_ 0,5 1 240 0,98 
— 1,0 1 240 1,66 
_ 1,5 i 1 240 2,40 
—_— 2,0 I 1 240 2,70 
— 2,5 | ] 240 2,65 


Gesamtvolumen: 6,5 cem, Temperatur: 40°. 

Reaktionszeit: 50 Minuten, Puffer: 2 ccm. 

m/15 Phosphat (...) py = 7,2. 

Aus obigem Grunde schlieBen wir hieraus, daB beim Belichten 
durch die Sonne die Ureaselésung nicht nur die Funktion ihrer Urease, 
sondern auch dieselbe ihres Bestandteils X zum Teil verliert, und die 
Abschwachung der Fermentwirkung, die durch Zusatz von gekochter 
Ureaselésung reaktiviert werden kann, von irgendwelcher Verainderung 
des Bestandteils X verursacht ist. 

Die GréBe der Schaidigung der Urease beim Belichten kann 
man gut abschatzen durch die optimale Fermentwirkung, die durch 
Zusatz von geniigender Menge der gekochten Ureaselésung erzielt 
wird; die quantitative Bestimmung des Bestandteils X ist zurzecit 
jedoch noch nicht méglich, und es ist dringend erwiinscht, unsere 
Kenntnisse tiber diesen Bestandteil bald zu erweitern. 


Bei den vorigen Versuchen haben wir beim Belichten zu den 
Ureaselésungen nichts zugefiigt, und die Ureaselésung zeigt ohne 
Pufferzusatz ihre originale H-lonenkonzentration, nimlich pg = 6,4 
(kolorimetrisch). 

Um den Lichteffekt bei héherer H-Ionenkonzentration zu beob- 
achten, haben wir einige Versuche ausgefithrt. 


Versuch 6. 


1 proz. Ureaselésung wird mit gleicher Menge von m/15 primarem Kalium- 
phosphat (KH,PO,) zusammengemischt. Das Gemisch zeigt py = 5,6 
(kolorimetrisch) und triibt sich stark. Das getriibte Gemisch wird mit 
Sonne 4 Stunden belichtet (Temperatur des Wasserbades: 24 bis 36°). 
Nach dem Belichten wird dazu so viel m/15 sekundires Natriumphosphat 
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(Na,HPO,) zugefiigt, so da die Fliissigkeit dadurch py = 7,2 erhalt. 
Durch Zusatz dieser Menge Natriumphosphat wird die Fliissigkeit wieder 











fast klar. 
Die Flissigkeit wird dann auf ihre Fermentwirkung gepriift. 
Tabelle VI. 
Menge der Probe M d 
__ eerie | te aie:| Seen 
belichtet | _unbelichtet armstoms | Ammoniaks 

com com mg mg 

1 12 1,00 

1 = 48 0,83 

1 | —- 192 0,58 

) | 384 0,25 

— 1 12 1,19 

— 1 48 0,87 

— 1 192 0,58 

_— 1 384 0,25 
2 — 12 8,33 : 
2 <n 48 3.02 : 
2 — 192 1,80 | 

2 ~< 384 0,82 
—_ 2 12 8,87 : 
a 2 48 3,80 , : 

— 2 192 1,89 
— 2 384 1,08 ‘ 
Gesamtvolumen: 4,6 bzw. 5,6 cem. i 
Temperatur: 40°, Reaktionszeit: 1 Stunde. ; 
Puffer: 2cem. m/15 Phosphat (p, = 7,2). t 
Versuch 7. 
Der Versuch wird unter den genau gleichen Bedingungen wie Versuch 6 : 
ausgefiihrt. Bei der Priifung von Fermentwirkung wird 1 cem 0,5proz. { 


gekochter Ureaselésung zugefiigt. 








Tabelle VII. 
Menge der Probe : | - de 4 
es : — - Pls enol ie 
belichtet | unbelichtet | ™**°™®_ | Ammoniaks 
com ccm mg | mg i 
1 — 12 | 211 
1 — 48 2,04 
1 _ 192 1,51 
1 — 384 0,85 
—- 1 12 2,26 
_ 1 48 2,23 
—_ 1 192 1,51 
— 1 384 0,85 





Gesamtvolumen: 5,6, Temperatur: 40°. 
Reaktionszeit: 1 Stunde, Puffer: 2 cem. 
m/15 Phosphat (py = 7,2). 
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Das Ergebnis der Versuche 6 und 7 scheint regelmaBiger zu sein, als 
dasselbe der Versuche 1 bis 3. Mindestens bemerkt man daraus keine 
UnregelmaBigkeit, die von Schwankungen der X-Menge hervorgebracht 
ist. Es fragt sich nun, ob auch hierbei die Substanz einen Einflu8 hat. 

Um die Frage zu lésen, werden die folgenden Versuche angesetzt. 


Versuch 8. 
| proz. Ureaselésung wird in gleicher Weise wie im Versuche 6 belichtet 
und behandelt. Beim Verdauen wird verschiedene Menge gekochter 


0,5proz. Ureaselésung zugefiigt. 





Tabelle VIII. 


Menge der Probe Menge der | Menge des Menge des 


belichtet unbelichtet | ee Ue Harnstoffs yp trom 
ccm ccm | ccm mg mg 
1 - 0 | 120 0,34 
1 — | 0,5 | ie 0,81 
1 — 1,0 120 1,28 
1 mee 15 | 120 1,58 
1 — a i. 2 ee 
a 1 | 0 120 | 0,34 
— 1 | 0,5 "oo 
— 1 fee 120 | 1,46 
_ 1 a — | 3 
_ 1 Be 120 | 1,64 


Gesamtvolumen: 6 ccm, Temperatur: 40°. 
Reaktionszeit: 50 Minuten. 
Puffer: 2cem m/15 Phosphat (py = 7,2). 


Vergleicht man die obigen Resultate mit denselben des Versuchs 4, 
der unter gleichen Bedingungen ausgefiihrt ist, so ergibt sich im Gegensatz 
zu diesem, daB8 zur belichteten und unbelichteten Fermentlésung durch 
Zusatz gleicher Mengen gekochter Substanz X optimale Wirkung erzielt 
wird. 











Tabelle IX. 
Menge des entstandenen Ammoniaks 
Menge des Menge der DRE AS TE AN ELSA Rana AS aspaineoniaobonipe 
Harnetoffe zugefiigten ge- belichtet im Dunkein 


kochten Urease |}-— < r 
obne Phosphat | mit Phosphat | ohne Phosphat | mit Phosphat 
| i 


Be Bo OO 2 mg ‘ mg i} mg mg 
0 | of | of | of: | on 0,83 
mot: te) ae oe eee 
120 15 | 106 7 ee ey See eee 
120 20 6 6104 vie ae ee One 
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Aus der obigen Tabelle geht sehr deutlich hervor, dab 

1. die Urease durch Sonnenlicht bei Zusatz von KH,PO, (also 
bei pao = 5,6) geschidigt wird, aber die Schadigung ist viel 
kleiner als dieselbe ohne Phosphatzusatz ; 

2. im Dunkeln die Urease durch Zusatz von Phosphat nicht ge- 

schadigt wird; 

3. der Bestandteil X durch Zusatz von Phosphat im Dunkeln 

ebenso stark geschidigt wird wie im Hellen. 

Um letzteres noch etwas klarer zu beweisen, haben wir einige 
weitere Versuche angestellt. 

Versuch 9. 

Drei Proben werden wie folgt behandelt: 

Probe I. Zu 1 proz. Ureaselésung wird die gleiche Menge m/15 primiires 
Kaliumphosphat zugefiigt und 4 Stunden lang ins Wasserbad von 45° ein- 
gestellt. Dann wird die Fliissigkeit 20 Minuten zentrifugiert. Die dabei 
entstandene fast klare Fliissigkeit wird mit gleicher Menge m/15 sekundirem 
Natriumphosphat zusammengemischt. Die Fliissigkeit zeigt py = 7,2. 

Probe II. Wie Probe I, aber nach dem Erwarmen ohne zu zentrifugieren 
Natriumphosphat zugefiigt. Durch Zusatz von Natriumphosphat wird die 
Fliissigkeit wieder fast klar. py ist ebenfalls 7,2. 

Probe III. Dieselbe Ureaselésung wird ohne Zusatz stehengelassen. 

Die drei Proben werden wie folgt angesetzt und ihre Fermentwirkung 
gepriift. 





Tabelle X. 
! Menge d Menge des 
Nr. der i Probemenge | Phosphatmenge geen Harnstoffs —- oo 
Probe | | Urease (2 Mol) — 
ccm | com ccm com com 
Probe I: 
1 1 2 0 1 2,25 
2 1 2 0,25 1 2,00 
3 1 2 0,50 1 1,75 
4 1 2 0,75 1 1,50 
5 l 2 1,00 1.25 
6 1 2 1,25 1 1,00 
eA 1 2 | 1,50 l 0,75 
8 i 1 2 1,75 1 0,75 
9 | 1 2 | 200 1 0.25 
10 | 1 | 2 | 2,25 1 0 
Probe II: 
ll l 2 0 1 2,25 
12—20 sind ebenso wie Nr. 2 bis 10 angesetzt. 
Probe III: } 
21 0,25 2,75 0 1 2,25 
22 0,25 2,75 0,25 ] 2,00 
23—30 sind wie Nr. 3 bis 10, aber mit Phosphatmenge von 2,75 ccm 
angesetzt. 


Die Ammoniakmengen, die bei der Fermentwirkung entstehen, sind 
folgende: 
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Tabelle XI. 








Menge der 
zugesetzten 
gekochten Urease 


0 

0,25 
0,50 
0,75 
1,00 
1,25 
1,50 
1,75 
2,00 
2,25 


Aus dem Versuch kann man deutlich ersehen, wie stark der Bestandteil X 


| 
| 


| 


i 
i 
\| 
i] 
| 


1} 
| Menge des entstandenen Ammoniaks (1) 
{ 
| 


durch Probe | | durch Probe [I | durch Probe Ill 


0,62 
0,88 
1,36 
1,86 
2,28 
2,91 
3,25 
3,12 
3,12 
3,00 


0,87 
1,35 
1,96 
| 2/80 


| 


durch solche Behandlung geschadigt wird. 


Ureaselésung wird wie die Probe I beim vorigen Versuch behandelt 
und mit Zusatz von gekochter Ureaselésung bei verschiedener Phosphat- 


Versuch 10. 


konzentration auf ihre Fermentwirkung gepriift. 


Tabelle XII. 


1,52 
1,95 
2,40 
3,18 
422 
3,96 


3,84 
3,50 
3,40 
3,42 





| 


| 


Menge der zugesetzten 
Probe Phosphats 
(m/15, Py = 7,2)| 
ccm com | 
1 2 
1 2 
1 2 
1 2 
1 2 
1 2 
1 2 
1 2 
l ‘iti 
l onsite 
l watts 
l sins 
1 ae 
l sities 
l wmae 
l oan 


| 


Menge des extra Menge der 


zugesetzten ge- 
kochten Urease 


ccm 


0,50 
0,75 
1,00 
1,25 
1,50 
1,75 





Menge des 
entstandenen 
Ammoniaks 
mg 
0,24 
0,42 
0,58 
0,76 
1,08 
1,38 
1,72 
1,70 


0,24 
051 
0,75 
1,18 
1,35 
1,46 
1,71 
1,69 


Harnstoffmenge: 120 mg, Gesamtvolumen: 5,75 ccm. 
Temperatur: 45°, Reaktionszeit: 14% Stunden. 


Py am Anfang: 7,2. 


Das Ergebnis beweist, da8S die Funktion von Bestandteil X vom 
Phosphatgemisch (py = 7,2) geschidigt wird, wahrend die Funktion der 
Urease dadurch nicht beeinfluBt ist. 
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Versuch 11. 
Die Ureaselésung wird mit KH,PO, gemischt und zentrifugiert wie 
beim vorigen Versuche. Dann wird sie auf die Fermentwirkung gepriift. 


Tabelle XIII. 











Menge der Menge des entstandenen Ammoniaks 
zugesetzten ge- me 
kochten Urease | durch 1 com der Probe | durch 2ccm der Probe 


com mg | mg 
0,25 0,37 3,00 
0,50 0,59 3,57 
0,75 0,95 3,99 
1,00 1,22 5,00 
1,25 1,65 4,50 
1,50 2,10 4,35 
1,75 250 | 4,30 
2,00 2,45 4,30 


Harnstoffmenge: 120mg, Gesamtvolumen: 6 bzw. 7 ccm. 
Temperatur: 45°, Reaktionszeit: 144 Stunden. 
Puffer: 2cem Phosphat (p, = 7,2). 


Versuch 12. 
Die 0,5proz. Ureaselésung wird durch Quarzlampe (60 ccm Entfernung) 
114 Stunden belichtet und nach Zusatz von gekochter Ureaselésung auf die 
Fermentwirkung gepriift. 























Tabelle XIV. 
Menge der } Menge der Menge des entstandenen Ammoniaks 
petoe | Probe oh, engage durch "| —oaeaas 
ccm ccm mg mg 
0 0,5 1,29 1,09 
0,3 0,5 1,68 1,56 
0,6 0,5 1,92 2,00 
0,9 | 0,5 2,26 2,33 
12 0.5 2/45 2.58 
1,5 0,5 2,45 | 2,60 
1,75 0,5 2,45 2,58 


Harnstoffmenge: 120mg, Gesamtvolumen: 6 ccm. 
Temperatur: 40°, Reaktionszeit: 50 Minuten. 
Puffer: 2cem m/15 Phosphat (py = 7,2). 


Aus dem Ergebnisse erkennt man eine leichte Schadigung der Urease, 
kaum eine solche des Bestandteils X. Auffallenderweise findet sich unter 
gewissen Bedingungen eine Zunahme der Wirkung nach Belichtung, die 
vorlaufig noch nicht néher aufgeklart ist. 


Versuch 13. 

Die Ureaselésung wird zur méglichsten Entfernung der Substanz X 
zuerst mit Phosphat behandelt und zentrifugiert wie beim Versuch 9. 
Die dabei erhaltene klare Fliissigkeit wird mit Quarzlampe 112 Stunden 
lang belichtet. Die belichtete Probe wird auf Fermentwirkung gepriift. 
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Tabelle XV. 





Menge der ges | 


| Menge des entstandenen Ammoniaks 
| 
kochten Urease | 


durch Hellprobe | durch Dunkelprobe 





| 

ccm i mg mg 

0 0,41 0,41 
0,25 0,66 | 0,66 
0,50 0,93 1,07 
0,75 1,32 | 1,48 
1,00 1,68 | 1,98 
1,25 2,00 | 2.57 
1,50 2,23 2,80 
1,75 2.31 | 2.95 


Harnstoffmenge: 120mg, Probemenge: 1 ccm. 
Gesamtvolumen: 6cem, Temperatur: 45°. 
Reaktionszeit: 114 Stunden. 

Puffer: 2cem m/15 Phosphat (py = 7,2). 


Es ergibt sich also deutliche Schadigung des Fermentes. 


Zusammenfassung. 

1. Bei originaler H-lonenkonzentration (ohne Puffer) wirkt das 
Sonnenlicht (glasdurchlassiges) auf die Ureaselésung in folgender Weise 
ein: die Urease (fermentativ wirkender Teil) wird geschadigt, der 
Bestandteil X wird ebenfalls geschadigt. 

2. Nach Zusatz von KH,PO, wirkt die Sonne auf die Urease 
auch schadigend ein, aber die Einwirkung ist viel schwacher als im 
obigen Falle. Einwirkung auf den Bestandteil X kann man nicht fest- 
stellen, weil der Bestandteil durch Zusatz von Phosphat schon im 
Dunkeln geschadigt wird. 

3. Quarzlampenlicht schadigt die Urease sehr deutlich, und seine 
Kinwirkung ist gleich beim Phosphatzusatz wie ohne Phosphat. Ein- 
wirkung auf den Bestandteil X ist dagegen nicht so deutlich wie durch 
die Sonne, auch bei fast neutraler Reaktion der Ureaselésung. 





















































Kalk- und Kohlengehalt der Lungen bei Tuberkulose. 


Von 
Georg Rosenfeld, Breslau. 


(Nach einem in der medizinischen Sektion der Schlesischen Gesellschaft 
fiir vaterlindische Kultur zu Breslau am 1. Juni 1923 gehaltenen Vortrage.) 


(Eingegangen am 18. August 1923.) 


Die groBe Erwartung, durch die spezifische Behandlung die Erfolge 
der von Brehmer eingefiihrten Heilstattenbehandlung in groBem Mab- 
stabe zu verbessern, ist leider bisher nicht erfiillt. Das Uhlenhuthsche 
Bovinol 148t wohl noch fiir den kindlichen Organismus Hoffnungen 
Raum, aber alle die Alt- und Neutuberkuline, die Partigene, die Salben 
und Hautimpfungen haben weitgehend enttiuscht. Kein Wunder, 
da8 Umschau gehalten wird nach Beobachtungen, welche als Grund- 
lagen fiir eine neue Richtung der Therapie verwendbar wiiren. Da 
lenkt sich die Aufmerksamkeit auf die Angabe, dai gewisse Berufe 
anscheinend die Disposition fiir Erkrankung an Tuberkulose in augen- 
falliger Weise verringern. Die Berufe waren die der Kalkarbeiter, 
Bergleute, Gerber und Schwefelarbeiter. Hier soll nur von den beiden 
ersten Kategorien die Rede sein. Betreffs der Kalk- und Gipsarbeiter 
sei die Statistik von Grab angefiihrt, der in dem béhmischen Kalk- 
brennerort Hlobutschep die Tuberkulosesterblichkeit 7,55 Proz. der 
Gesamtsterblichkeit gegeniiber 12,27 Proz. in dem 2 km davon entfernt 
liegenden Buttowitz feststellte. Am beriihmtesten ist die Angabe von 
Fisac, da® unter 40824 spanischen Phthisentodesfillen nur 17 
= 0,41 Prom. Kalk- und Gipsarbeiter waren, sowie die Angaben iiber 
deutsche und amerikanische Gipsarbeiter, daB bei ihnen absolut jede 
Tuberkulose fehle. Bei klinischer Beobachtung fand Senator 1882, 
daB alle Zehrkrankheiten — auch Phthise — eine vermehrte Ca-Aus- 
scheidung im Harn zeigten, daB also kalkhaltige Gewebe zur Ein- 
schmelzung gelangten. 

Ahnliche Ergebnisse brachten franzésische Arbeiten, in denen 
durch Robin der Termines Coéfficient de déminéralisation gepriigt 
wurde. Der Koeffizient wurde aber von folgenden sorgfialtigen Arbeiten 
keineswegs uneingeschrankt bestatigt. So fanden Ot, Morackzewski 
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und Lewin in ihren guten Bilanzuntersuchungen die Kalkausscheidung 
nur mit dem Zerfall von Gewebe parallel gehend, so daB von einer 
Demineralisation keine Rede war: das restierende Gewebe hatte die 
friihere Zusammensetzung betreffs des Kalkes. Croftan fand die Kalk- 
ausscheidung im Harn stets héher als in der Norm, wihrend Vannini 
keine Konstanz darin finden konnte. Bei Untersuchungen an Tier- 
kérpern zeigt Sarvonat auch in Gemeinschaft mit Rebattu eine Ver- 
minderung des Kalkes in den Weichteilen und Knochen, ebenso wie 
lange vorher Steinitz und Weigert bei einem tuberkulésen Kinde eine 
gewisse Kalkverminderung gefunden haben. An tuberkulésen Lungen 
haben die Untersuchungen von Kussmaul und Schmidt Vermehrung 
des Kalkgehaltes, die von Kobert das Gegenteil ergeben. 

Um diesen ewigen Widerstreit schlichten zu kénnen, glaubte ich 
durch die Kriegsverhiltnisse das geeignete Material gewonnen zu haben. 
Unsere ausgehungerte Bevoélkerung zeigte im Jahre 1919 so zahlreiche 
Erkrankungen, welche auf Kalkmangel hinwiesen — Spitrhachitis, 
Osteomalacie —, dai in den noch recht zahlreichen Lungentuberkulosen 
der Kalkmangel besonders ausgesprochen vermutet werden durfte. 

Durch das freundliche Entgegenkommen von Herrn Prof. Henke 
war es mir méglich, aus jener Zeit eine gréBere Zahl gesunder und 
tuberkuléser Lungen zu sammeln. Von ihnen wurden Stiicke von 
400 bis 500 g mittelfein zerschnitten, getrocknet und dann durch Mahlen 
auf einer Pfeffermiihle gepulvert. Die Kalkbestimmung wurde nach 
Veraschung mit dem Newmannschen Siuregemisch mit Kalium- 
permanganat ausgefiihrt. 

Die gesunden Lungen ergaben in 12 rechten Lungen 0,55 Prom. 
Ca-Gehalt, in 13 linken Lungen 0,554 Prom. Ca; die tuberkulésen hatten 
dagegen in 8 rechten Lungen 0,494 Prom. und in 7 linken Lungen 
0,33 Prom. Ca, im Mittel also 0,412 Prom. Ca. 

Der Kalkgehalt der tuberkulésen Lungen ist also um 25,7 Proz. 
niedriger als der der normalen Lungen. Es ist aber sehr schwierig, 
aus dem Material, das erhebliche Schwankungen nicht nur von Fall 
zu Fall, sondern von rechts nach links aufweist, die Mittelzahl als ganz 
bewiesen anzusehen. Es ist nicht gewoéhnlich, daB sich beide Lungen 
desselben Falles in der gleichen GréBenordnung kalkhaltig zeigen. 
Mitunter entspricht bei den Phthisen der gréBere Ca-Gehalt einer 
Seite der geringeren Ergriffenheit dieser Lunge; aber z. B. im Falle 
Kohler hat die gesunde linke Lunge nur 0,197 Prom. Ca, die tuber- 
kulése rechte Lunge 0,425 Prom., also mehr als das Doppelte der ge- 
sunden Seite! So kann nur der Durchschnittswert als tibereinstimmend 
mit dem Coéfficient de déminéralisation bezeichnet werden. 

Meine zweite Untersuchungsreihe kniipft an alte Studien zu der 
Frage, ob der Kohlengehalt der Lunge die giinstigen Tuberkulose- 
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verhiltnisse der Bergleute bedinge, an. Schon in dem ‘Jahresbericht 
unserer Gesellschaft vom Jahre 1896 (Sitzung vom 27. November) 
und in dem Aufsatz Der initiale LungenabszeB') habe ich auf ver- 
schiedene Beobachtungen in dieser Richtung hingewiesen. Es driingt 
sich bei der Vergleichung der Sputa ulceréser Lungenleiden der ganz 
auBerordentliche Unterschied zwischen den im Sputum enthaltenen 
Lungenfetzen bei Gangrin und bei Phthise auf. Wiihrend die ersteren 
neben ganz sparlichen Resten von elastischen Fasern das ganze Kohlen- 
pigment der Lunge, oft in alveolirer Anordnung, zeigen, findet man 
in den phthisischen Lungenfetzen die elastischen Fasern in Alveolen- 
anordnung erhalten, aber nicht ein einziges Kohlenstaubchen, und 
wenn 20 oder 30 Alveolen in einem Fetzen ausgehustet worden sind. 
Eine ganz auffallende Differenz! 


Aber nicht nur im Sputum der Phthisiker zeigt sich die seltsame Kohlen- 
staubfreiheit dieser Alveolarnetze, auch wenn man die in Lungenkavernen 
hineinragenden Fetzen untersucht, sind sie glanzhell und ohne das geringste 
Kohlenstéubchen. Unwillkiirlich wird man auf einen Gegensatz zwischen 
Kohle und Tuberkelbazillus hingedrangt, und ihn bestirkt auch ein 
Bild einer Riesenzelle, die Koch in seinem Tuberkulosewerk abbildet, wo 
die Tuberkelbazillen sich von der Kohle so weit entfernt haben, man méchte 
sagen, verkrochen haben, wie es die Zelle zulaBt. Andererseits entsinne ich 
mich einiger durch Glattwandigkeit sich als geheilt ausweisender Kavernen, 
die in den Randteilen ihrer Wand geradezu einen Kohlenwall darstellen. 
Ein dahin gehérendes Detailbild gibt auch Aschoff in seinem Lehrbuche 
Bd. 2, S. 308, von einem abheilenden Tuberkelherd. der von einer ganz 
schwarzen Induration eingeschlossen ist. 

Wenn wir nun noch an die Statistiken der Bergwerksgegenden denken, 
welche einen Gegensatz zwischen Tuberkulose und Anthracosis geradezu 
stipulieren, so ist es begreiflich, daB ich das oben geschilderte Material 
nicht nur auf Ca-Gehalt, sondern auf seinen Anthracosisgrad zu untersuchen 
unternommen habe. 


Schon vor vielen Jahren habe ich das begonnen, indem ich ganze 
Lungen in konzentrierter Natronlauge zu lésen versuchte, um im 
festen Riickstande die Kohle bestimmen zu kénnen. Bei der groBen 
Masse der angewandten Substanz blieb das ein vergebliches Bemiihen. 
Viel mehr versprach schon das Lungenpulver, die gemahlene Trocken- 
substanz der Lunge, fiir ein ahnliches Verfahren. Aber der Gedanke, 
das Lungengewebe aufzulésen und die ungeléste Kohle auf dem Filter 
zu wagen, war nicht angingig, weil der gréBte Teil der Kohle durch 
Alkali in ein Kolloid iibergefiihrt werden muBte, das einfach das Filter 
passieren wiirde. Der praktische Versuch bestitigte das sogleich. 
1 g Lungenpulver mit 3 g Natriumhydroxyd etwa 10 Stunden auf dem 
Wasserbade erwairmt, lieB einen Teil der Kohle auf dem Filter zuriick, 
wihrend ein anderer Teil kolloidal gelést das Filter passierte. Ein 


1) Deutsche med. Presse 1902, Nr. 8. 
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Wagen des Riickstandes war in jedem Falle sehr bedenklich, da sich 
im Filter noch andere Riickstiinde sammelten und von der Kohle nicht 
zu trennen waren. So richtete sich méin Plan vielmehr darauf, die 
gesamte Kohle kolloidal zu lésen und dann eine kolorimetrische Be- 
stimmung zu versuchen. Das gelang in ganz befriedigender Weise, 
da es mir gliickte, eine nahezu ganz konstante Kohlenkolloidlésung 
zum Vergleiche zu erhalten, die mir Herr Prof. Ruppel freundlicher- 
weise hergestellt hat. Diese Kolloidlésung lieB sich einfach in dem 
Keile des Autenriethschen Kolorimeters verwenden, denn die Kurve 
der Farbung der Verdiinnungen entsprach nahezu einer geraden Linie. 
Der Kohlengehalt der Testlésung wurde durch Trocknung und Wagung 
festgestellt. Die kolloidale Lésung der Lungenkohle gelang leicht 
durch etwa achtstiindiges Erhitzen iiber freier Flamme am RiickfluBb- 
kithler von 1g Lungenpulver mit 3g NaHO und 60 Wasser. Nach 
dieser Zeit wurde die hei®e Lésung in ein 100-ccm-MeBkélbchen ge- 
gossen, auf 100 Fliissigkeit schnell aufgefiillt, umgeschiittelt und kolori- 
metriert. Aus dem Skalengrade lieB sich nun leicht der Prozentgehalt 
an Kohle berechnen. Die Kolorimetrierung bot é6fter die Schwierigkeit, 
daf sie an Lésungen vorgenommen werden muBte, welche im Farbenton 
von dem Vergleichskeil nicht unwesentlich differierten — dann mubte 
die gleiche Intensitatsstufe aufgesucht werden —, meist gelang es 
auch, durch Hinterschaltung einer Gelbscheibe die Farbung der beiden 
Losungen geniigend anzugleichen. Es kam auch vor, daB Lungen so 
stark kohlehaltig waren, daB sie auf 200ccm Fliissigkeit verdiinnt 
werden muBten, um eine Vergleichung zu erméglichen. Als Licht- 
quelle diente eine starke elektrische Gliihlampe?). 

Doppelbestimmungen ergaben fast véllig gleiche Werte. — In den 
meisten Fallen gewiahrte schon die makroskopische Betrachtung der 
Lungenpulver eine weitgehende Kontrolle, indem schon an der Farbung 
des Pulvers bei der Vorbereitung der Unterschied im Kohlengehalt 
sich deutlich zeigte. 

Sehr wichtig war, daB das Pulver vor der AufschlieBung auBer- 
ordentlich fein zerrieben, auch durch ein haarfeines Sieb gesiebt wurde. 

Die Untersuchungen ergeben nun an 32 gesunden Lungen im Mittel 
in der Trockensubstanz 0,462 Prom. Kohle, in den 13 phthisischen 
dagegen nur 0,363 Prom., demnach 21 Proz. weniger. 

Hier waren die Befunde gleichmiaBiger als beim Kalk. Die rechte 
und linke Seite der normalen Lunge ergab gewohnlich nur geringere 
Differenzen, obwohl ganz gleiche Zahlen nur selten beobachtet wurden. 


1) Noch vollkommener wiirde die kolloidale Lésung wohl werden, 
wenn man das Lungenpulver im zugeschmolzenen Rohr und unter Schiitteln 
erhitzen wiirde. 
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Bei den tuberkulésen Lungen war die stirker befallene kohlenirmer, 
z. B. Fall Giessmann links stirker, 3,04 Prom., dagegen rechts 5,12 Prom., 
oder Adolf Kéhler, rechts Tuberkulose 3,76 Prom., links gesund 4,0 Prom. 

Miliare Knétchen finden sich auch bei stark anthracotischer Lunge, 
z. B. Fall Seliger, rechts Kavernen 2,64 Prom., links miliare Knétchen 
4,86 Prom. Das gleiche gilt fii die Herde der Peribronchitis caseosa, 
z. B. Schumann, rechts und links gleichmaBig und beiderseits 4 Prom. Kohle. 

Die Vergleichung von Spitze und Unterlappen im Kohlengehalt 
ergibt bei Gesunden bei nur wenigen Fallen 6fter eine starkere Anthra- 
kosis des Unterlappens. 


Kosok: Oberlappen..... . . 3,92 Prom. 
Unterlappen. ..... 6 OBS ys 
Hornsbach: Oberlappen . ..... . 4.%..;, 
Unterlappen. ...... 6,12 ,,, 
Dagegen Flesch: Oberlappen . . . - 5.2% $.064— 4 
Unteriappem. . . 2. ws G72, 


Ebenso bei Tuberkulésen: 





Franske | Cebelin -— Kébing 
eae era 4% | 362 3,36 
Unterlappen ... . 4,72 4,4 3,60 
Dagegen Spinde: Oberlappen..... . . 6,52 Prom. 
Unterlappen...... . 4,48 


Die Vorstellung, daB etwa ein schwacherer Kohlengehalt der 
Spitze es erklirlich mache, daB die Spitze so viel éfter tuberkulés 
befallen sei, ist durch diese Befunde nicht widerlegt, aber auch nicht 
bewiesen. Nicht ohne Interesse ist, daB in den Fallen Franzke und 
Kébing in der Spitze eine ausgesprochene Induratio nigra bestand, 
ohne da8 der Kohlenbestand chemisch erhéht war. Vielleicht hat 
auch die Tatsache eine Bedeutung, daB der Kohlengehalt der Lungen 
mit den Lebensjahren anzusteigen scheint. Theoretisch wire das auch 
zu erwarten, denn die Summe der eingeatmeten Kohle mu8 ja mit 
den Lebensjahren immer gréBer werden. Freilich wird das alles von 
Beruf und Lebensort bestimmt werden: wenn wir z. B. bei einem 
Ofensetzer den héchsten Kohlengehalt von 8 Prom. gesehen haben, 
so werden wir das seinem Beruf zuschreiben. Wenn wir in die Lage 
kommen sollten, auch oberschlesische oder Bergarbeiterlungen zu 
analysieren, so sind wir auf viel héhere Kohlenpromille gefaBt. 

Die analytischen Zahlen geben also einen Hinweis darauf, daB, 
wie die Berufsstatistik es vermuten lieB, die Erfiillung der Lunge mit 
Kohle einen gewissen Schutz gegen die Erkrankung an Phthise bote: 
es kann aber nicht erwartet werden, daB andere akuteste Prozesse, 
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i 52 iC sickens Prom Kohle Prom. 

Nr. | Name jes Krankheit i 
|<" |rechts | links | parva links 

Nichttuberkulos. 
1 KGhler, Adolf || 58 Magenkrebs | — | 0,197} — | 4,00 
5 | Mosler, Clara 64 | Brustkrebs 0,85 — |440 — 
7 | Dieselbe ;— |15 | — | 4,96 
6 | Paul, Therese 48 Pneumonia d. 248, — 644 — 
8 Dieselbe — |0,061 — | 4,56 
9 Schafer, Gustav | 85 Absc. femor. } — {1,15 | — |3,76 
10 Derselbe (0,46! — 386 — 
ll | Heimels, Maria || 74 Arterioscler. — |093) — 800 
12 Dieselbe | 0.12) — |7,84 — 
13 Newald, Rudolf | 57 || 2 0,03 | — 520; — 
14 Derselbe | — |0,67 | — 4,88 
15 Rahl, Max 50. Unfall — 068 — (464 
16 Derselbe ee 009 — (456 — 
17 Mirke, Pauline 28, Endometritis pur. 0,7 — 336, — 
18 Dieselbe \ fi | 12 — | 3,44 
19 | Résinger, Emma 46) Syphilis (Hg-Intox) (0,22, — 3,92) — 
20 Dieselbe | — (101) — | 3,20 
23 Marquard, Richard) 18 | Perityphl. — (0,074) — 4,64 
24 | Derselbe }0,63 ; — 388 | — 
27. Nowak, Reinhold | 56 } Care. vesoph. 10,164, — 1368 | — 
28 || Derselbe | | — |0,116| — | 4,00 
31 Luzinka, Max | 56) Mening. cerebrospin. 0,19 — (7,8 9 — 
32 | Derselbe | | — {0,20 — /|80 
33 | Kohler, Ludmilla 79 | Arterioscler, 014 — 448) — 
34 Dieselbe | | |} — |0,33 || — | 5,04 
35 | Schmidt, Robert || 22 | Unfall 0,716, — |368 | — 
36 | Derselbe | — | 0,247) — | 3.96 
Tuberkulose. 

4 || Kohler, Adolf | 58 | Tub. dextra || 0,426, — ||3,76 | — 
2 Schumann, Emma 33 | Tub. dupl. 10,13 | — |400| — 
3) Dieselbe || | | — | 0,057) — | 4,00 
21, Berger, Marta | 18 | ‘3 | — | 0,796) — | 3,20 
22 22 | Dieselbe + | 10,24; — 1328] — 
25 | Seliger, Elfride |29| Tub. praec. dextr. (0,63 — | 264) — 
26 Dieselbe || | — |0,864) — | 486 
| Giessmann, Franz | 66 | | Tub. praec. sin. | 120; — |512|; — 
20 | Derselbe } | | — 0,502 — | 3,04 
7 || Sturzek, Hedwig || 27 | Tub. dupl. 0,16 | — 2,32) — 
A Dieselbe |_| — | 0,065) — | 2,64 
39 | Dehmel, Henrick | 71 | Tub. dupl. mediastikal. |0,64 | — |408 | — 
40 || —- Deraelbe | i |0,17 | — | 4,24 








Kalk- und Kohlengehalt der Lungen bei Tuberkulose. 245 
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Nr. |} Name cS: | Krankheit — = 
l <— || rechts 
Tuberkulose. 
41 | Franzke, Eduard | 75 Tub, pulm, lobi sup. | Oberlappen 4,24 
42 Derselbe Unterlappen 4,72 
43 Cebelin, Georg Tub. pulm.lobisub, praec. Oberlappen | 3,52 
44 | Derselbe Unterlappen | 4,40 
47 | Kobing, Julius | 48  Indur. nigra lobi sup. Oberlappen 3,36 
48 | Derselbe Unterlappen 3,60 
49 | Spinde, Reinhold | 54 Tub. pulm. Oberlappen | 6,32 
50 | Derselbe | Unterlappen 4,48 
51 | Flesch, Anna 41 Hernia operata Oberlappen = 5,04 
52 || Dieselbe Unterlappen | 4,72 
53 || Kosok, Walter | 13 Perityphlitis 'Oberlappen | 3,92 
54 Derselbe Unterlappen | 4,40 
Calcium 
Dagmer, rechts Tub. pulm. .......... 0,48 Prom. 
RE aera eee 0,346 =, 
Pienkaven, rechts Ileus ............ 0,27 
links Lungen ohne Tub. ...... 0,35 


wie Miliartuberkulose und Peribronchitis caseosa, von dem schwachen 
Wall der Kohle abgewehrt werden wiirden. 

Da nun diese Gegnerschaft von Anthrakosis und Phthise durch 
unsere Beobachtungen neu bestitigt erschienen, haben wir auch thera- 
peutische Schliisse daraus gezogen, welche zugleich die tierexperi- 
mentellen Untersuchungen ersetzen miissen. Denn da die Abwehrkraft 
der Kohle nur fiir Phthisis, nicht fiir andere tuberkulése Lungen- 
erkrankungen in Betracht kommen kann, und da es keine sichere 
Methode, Phthise bei Tieren zu erzeugen, gibt, so miissen die thera- 
peutischen Studien am phthisischen Menschen fir die Experimente 
eintreten. Das ist bei der ganz indifferenten Beschaffenheit des Ruppel- 
schen Kolloids unbedingt zulassig: denn die kolloidale Lésung bringt 
keinerlei Schaden. Anders die Inhalation von Kohlenstaub. Ich habe 
vor Jahren Kaninchen Kohlenstaub einatmen lassen und dabei leichteste 
Hamorrhagien im Gewebe gesehen, was bei Kohlenkolloidinhalationen 
sich nicht zeigte. 

Auf der inneren Abteilung des Allerheiligenhospitals wurden 
Phthisiker mit dem Kohlenkolloid behandelt mit dem Effekt besseren 
Befindens und weitgehender Verminderung des Auswurfs. Wie weit 
die Besserung auch den objektiven Befund betreffen wird, muB die 
Zukunft lehren. 
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Untersuchungen iiber den Jodstoffwechsel. 


I. Mitteilung. 
Versuche mit physiologischen Jodmengen beim Erwachsenen. 


Von 
Th. v. Fellenberg. 


(Aus dem Laboratorium des eidgendssischen Gesundheitsamtes in Bern. ) 


(Eingegangen am 21. August 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Uber den Stoffwechsel des in gréBerer Menge aufgenommenen 
Jods sind wir ziemlich gut orientiert. Die Hauptausscheidung findet 
durch die Nieren statt: daneben wurde im Kot, Nasenschleim, SchweiB, 
in Nageln und Haaren Jod gefunden. Welche Jodmengen jedoch bei 
der gewéhnlichen Ernahrung zur Ausscheidung gelangen, dariiber 
liegen noch keine systematischen Beobachtungen vor, weil es bis vor 
kurzem an einer Methode gefehlt hat, welche diese kleinsten, nach 
Millionstel Grammen zahlenden Mengen sicher erfassen laBt. Uber 
eine solehe Methode habe ich nun vor kurzem!) berichtet und gleich- 
zeitig Zahlen tiber den Jodgehalt mancher unserer wichtigsten Nahrungs- 
mittel angegeben. Wenn schon der genannten Methode noch gewisse 
Mingel anhaften, so leistet sie doch genug, um die Inangriffnahme 
der vorliegenden Untersuchungen zu rechtfertigen. 

Die Jodgehalte werden im folgenden in Millionstel Grammen 
= Mikrogrammen = y angegeben, wie in der zitierten Arbeit. Uber- 
haupt verweise ich in bezug auf die Methodik der Jodbestimmung 
und den Gehalt der einzelnen Nahrungsmittel an Jod auf das dort 
Gesagte. 

Es kam bei diesen Versuchen hauptsachlich darauf an, die Jod- 
ausscheidungen bei einer jodarmen Grundnahrung wahrend lingerer 
Zeit zu beobachten und dann den Einflu8 gewisser, immer noch sehr 
kleiner Jodmengen zu studieren. Diese Zusatze erfolgten in verschiedener 
Form, als Jodid, als Lebertran, Sardinen, Bachkresse, also in an- 
organischer und verschiedener organischer Bindung. 


1) Untersuchungen iiber das Vorkommen von Jod in der Natur I, 
Mitt. aus dem Gebiete der Lebensmitteluntersuchung und Hygiene 14, 161, 
1923; diese Zeitschr. 189, 371, 1923. 





Th. v. Fellenberg: Jodstoffwechsel. | 247 


Die Menge der Zusitze wurde so gewahlt, daB ihr Jodgehalt un- 
gefihr dem entsprach, was durch das von der schweizerischen Kropf- 
kommission empfohlene jodierte Kochsalz (5 mg im Kilogramm) auf- 
genommen wird. Der Zusatz betrug im Maximum 63 Mikrogramm im 
Tage. Diese Menge muf noch als physiologisch betrachtet werden. 
In kropffreien Gegenden kann, wie bei anderer Gelegenheit gezeigt 
werden soll, noch bedeutend mehr Jod mit der gewéhnlichen Nahrung 
aufgenommen werden. 

Eine weitere Frage, welche durch unsere Untersuchung ange- 
schnitten werden sollte, war die, ob es méglich sei, durch gewisse auBere 
MaBnahmen die Jodausscheidung kiinstlich zu beeinflussen. Eine 
kiinstliche Vermehrung der Ausscheidung wire vielleicht im Hinblick 
auf den Jod-Basedow von Interesse gewesen. Unsere diesbeziiglichen 
Versuche sind nun wihrend zu kurzer Zeit durchgefiihrt worden, um 
in allen Fallen verwertbare Resultate zu liefern. Immerhin gestatten 
sie, einzelne Schliisse von einer gewissen Bedeutung zu ziehen. 

Unsere Grundnahrung schien, soweit sich dies iibersehen lief, 
vollwertig in bezug auf Eiwei®, Fett, Mineralstoffe, Kalorienmenge 
und auf Vitamine. Man wihlte sie so, daB sie ohne groBen Zeitaufwand 
zubereitet werden konnte. Es war naheliegend, hauptsichlich auf 
Milchprodukte und Brot zu greifen. Gemiise und Eier schieden wegen 
ihres héheren Jodgehaltes, Fleisch wegen der Schwierigkeit, es stets 
in gleicher Qualitit zu erhalten, aus. Spiter erst wurde beobachtet, 
daB auch Milch und Butter zu den jodreichsten Nahrungsmitteln 
gehéren kénnen. Ihr Gehalt an Jod hangt nun von der Landesgegend 
und fernerhin sehr von der Jahreszeit ab. Soweit sich dies bis jetzt 
iibersehen 148t, scheint ihr Jodgehalt gegen Ende des Winters am 
geringsten zu sein, um dann im Frihling mit Beginn der Griinfiitterung 
stark anzusteigen. Unsere Versuche wurden im Januar bis Marz aus- 
gefiihrt. Sie fielen also noch in die jodarme Zeit. 

Die Grundnahrung bestand aus folgendem: 

500 g Brot, 1 Liter Milch, 40g Butter, 20 g Kochfett (gehiartetes 
pflanzliches Ol der Astragesellschaft), 80g Kise, 50g Johannisbeer- 
konfitiire, 8g Kakao, 15g Zucker, 300g Apfel und 250g Kartoffel. 
Sie enthielt ungefahr 100g EiweiB, 115g Fett, 400 g Kohlenhydrate, 
10 g Kochsalz, 3,5 g Kalk, als CaO, und lieferte ungefahr 3280 Kalorien. 
Die 20g Kochfett wurden spiterhin nicht mehr abgewogen, sondern 
nur geschatzt und in gewissen Fallen, wenn ein Bediirfnis nach mehr 
Kalorien auftrat, etwas vermehrt. 

Der Jodgehalt der gemischten Grundnahrung wurde zu verschie- 
denen Zeiten bestimmt. Man fand jeweilen mit ziemlicher Uberein- 
stimmung den Wert von 14 Mikrogrammen. Fiigen wir das im taglich 
veratmeten Luftquantum (etwa 8ccm) enthaltene Jod, welches wir 
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auf 0,3 y veranschlagen, hinzu, so kommen wir auf 14,3 Mikrogramm 
gesamte tiagliche Einnahme. Gelegentlich wurden einige Hundert 
Kubikzentimeter Wasser getrunken. Das darin enthaltene Jod ist zu 
gering, als da wir es zu beriicksichtigen brauchten. 

Viel geringere Jodmengen, als die hier aufgenommenen, werden 
nicht leicht in der taglichen Nahrung irgend einer Bevélkerung zu 
finden sein. 


Es ist einleuchtend, da8 es recht unbequem ware, wahrend langerer 
Zeit solch einténige Kost am Familientisch einzunehmen. Der Versuch 
wurde denn auch erleichtert durch Abwesenheit meiner Familie 
wahrend dieser Zeit. So wurde denn auch das Abwigen und die Zu- 
bereitung der Nahrung selbst besorgt. 


Unsere jodreichen Zugaben enthielten folgende Jodmengen: 


J im kg 
RIE) es ees 88 7200 
Rn oS ha ee’ 163 
BOUIN es 190 


Bei Einnahme des Lebertrans (8g taglich) wurde die Grund- 
nahrung um die gleiche Menge Butter reduziert; beim Verzehren der 
Sardinen (etwa 380 g) wurden Butter, Kase und Konfitiire fortgelassen. 
Von den Sardinen wurde alles auBen anhaftende Ol sorgfaltig entfernt. 
Die Bachkresse wurde durch wenige Minuten langes Kochen mit wenig 
Wasser unter Zusatz von Kise und Salz zubereitet. Um die groBe 
Menge, 330g, besser bewiltigen zu kénnen, wurde die Kartoffelration 
an diesen Tagen auf 400 g vermehrt. 

Die Versuche fiihrte ich, wie angedeutet, an mir selber aus. Zu 
meiner Vorgeschichte sei folgendes erwihnt: Alter 42 Jahre; ungefahr 
vom 8. bis 20. Jahre leichter Kropf, der in der ersten Zeit gelegentlich 
mit Jodsalben behandelt worden war. In der Studienzeit, nach dem 
Wegzuge von Bern, ging er allmahlich zuriick und stért schon langst 
nicht mehr. Er wurde kiirzlich von Dr. Eggenberger als der Kategorie 
0 bis 1 zugehérig bezeichnet. 

Seit Ende Mai 1922, in den letzten 744 Monaten vor Beginn der 
Versuche, wurde bestimmt niemals Jod als Medikament verwendet; 
friiher wurde in seltenen Fallen, etwa bei kleinen Stichwunden, Jod- 
tinktur in méglichst geringer Dosis gebraucht. Vom Juli bis Sep- 
tember 1922 wurde ein jodiertes Kochsalz (10 mg KJ im Kilogramm) 
in der Haushaltung verwendet, seither, in den letzten 4 Monaten vor 
Beginn der Stoffwechselversuche, nicht mehr. 

Die Stoffwechselversuche wurden am 10. Januar 1923 begonnen 
und bis am 11. Marz fortgefiihrt. Wir verwerten aber erst die Zahlen 
vom 16. Januar an, da die Harnuntersuchungen anfangs groBe Schwierig- 
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keiten verursachten und die Resultate der ersten Tage daher unzu- 
verlissig waren. 

Die Untersuchung erstreckte sich in der ersten Zeit nur auf den 
Harn, dann auBerdem auf Fazes, Nasenschleim und SchweiB. Einzel- 
untersuchungen wurden auBerdem mit Haaren, Nageln, Ohrenschmalz, 
Zungenbelag und dem serésen Inhalt einer Brandblase vorgenommen. 


Die Untersuchungsmethoden waren folgende: 


Harn. ‘/, der 24stiindigen Harnmenge (von morgens nach dem 
Friihstiick bis am nachsten Morgen) wird mit Kalkmilch gegen Phenol- 
phthalein deutlich alkalisch gemacht und mit 4 ccm einer Pottaschelésung 
von etwa 800g im Liter versetzt und in einer Eisenschale vorsichtig ein- 
gedampft und schwach gegliiht. Um den tiblen Geruch zu vermeiden, 
verdampft man in der Kapelle eine etwa lproz. Formalinlésung. Zum 
Schlusse faBt man die Schale mit einer Tiegelzange und erhitzt sie iiber 
einem groBen Teklubrenner, so da8 sie nach und nach an allen Stellen, 
besonders auch an den Randern einen Augenblick in schwaches Gliihen 
kommt. Dabei l6st man die Krusten mit einem Eisenstab los und zerdriickt 
sie. Nun tibergie}t man den Verbrennungsriickstand dreimal mit wenig 
kaltem Wasser und filtriert durch eine Nutsche. Die an dei Schale haftende 
Kohle und das Filter samt Inhalt werden bei schwacher Rotglut verbrannt. 
Das geht sehr leicht vonstatten, weil die Salze zum gréBten Teil ausgewaschen 
sind. Die durchfiltrierte Lésung ist meist deutlich gelb oder gar braun 
gefarbt. Sie mu daher nochmals verbrannt werden. Nur wenn sie nahezu 
farblos ist, kann das unterbleiben. Man bringt sie in die Schale zuriick, 
dampft sehr sorgfaltig ein und erhitzt so stark, daB die Salze gerade zu 
Sintern beginnen. Nach dem Erkalten zieht man wieder mit Wasser aus, 
diesmal am besten mit heiBem, und zwar etwa sechsmal, saugt durch die 
Nutsche ab und dampft das Filtrat in einem Kolben ein. Sollte die Fliissig- 
keit dabei schiumen, so setzt man Phenolphthalein hinzu und neutralisiert 
nahezu mit Salzsdure (1:1). 

Man dampft bis zum feuchten Kristallbrei ein und zieht diesen drei- 
bis viermal unter Aufkochen bei aufgesetztem Steigrohr mit starkem Alkohol 
aus und gieBt die Fliissigkeit in einen neuen Kolben iiber. Nun destilliert 
man den Alkohol ab, spiilt den Riickstand in eine Platinschale, setzt 7 bis 
& Tropfen Pottaschelésung (etwa 85 g in 100 ccm) hinzu, dampft zur Trockne 
ein, gliiht schwach, zieht den Riickstand mehrmals mit Alkohol aus, ver- 
dampft wieder, diesmal unter Zusatz von 3 Tropfen Pottaschelésung, 
gliht, zieht mit Alkohol aus und verarbeitet weiter nach der allgemeinen 
Vorschrift (1. c.). 

Fdzes. Man verbrennt unter Zusatz von 5ccm Pottaschelésung und 
einigen Kubikzentimetern verdiinnter Kaliumpermanganatlésung, um die 
Riechstoffe zu oxydieren. Verdampfen von Formalinlésung hat hie: keine 
deutliche Wirkung. Die Veraschung geht auBerordentlich leicht vor sich. 
Man zieht die Asche etwa sechsmal mit heiBem Wasser aus und verarbeitet 
die farblose Lésung wie gewohnt weiter. 

Nasenschleim. Das wihrend 24 Stunden verwendete Taschentuch 
wird mit etwa 300 ccm Wasser und | bis 2 cem Pottaschelésung 5 bis 10 Mi- 
nuten gekocht, wobei der Schleim glatt in Lésung geht. Man preBt ab, 
wascht das Tuch mehrmals mit Wasser nach, dampft die Lésung ein, 
verascht, nimmt den Riickstand mehrmals mit wenig Wasser auf, filtriert, 
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verascht das Filter in der urspriinglichen Schale samt den Kohleresten, 
zieht nochmals mit Wasser aus, dampft die vereinigten Ausziige, die hier 
gefarbt sein diirfen, auf ein kleines Volumen ein, fiihrt die Lésung in eine 
Platinschale tiber, verdampft zur Trockne, verascht und fahrt fort, wie 
gewohnt. 


SchweiB. Man verwendete das Wasser der taglichen Kérper- 
abwaschungen. Man iiberbrauste sich mit warmem Wasser, rieb sich mit 
einem kleinen Tuche trocken und wusch das Tiichlein mehrmals mit Wasser 
gut aus. Die vereinigten Lésungen wurden mit 1 bis 2 cem Pottaschelésung 
versetzt, eingedampft und wie bei Nasenschleim weiter verarbeitet. 

Selbstverstindlich gelingt es auf diese Weise nicht, die gesamte tagliche 
SchweiBabsonderung zu fassen. Ein grofer, bei starkerer Absonderung 
wohl der groBte Teil wird durch die Wiasche aufgenommen und geht fiir 
unsere Bestimmungen verloren. Auf die Gesamtjodausscheidung tibt dies 
aber in der Regel keinen wesentlichen Einflu8 aus. In einigen Fallen wurden 
auch die Tag- und Nachthemden mit Wasser ausgezogen und die Lésung 
auf Jod untersucht. 

Diese Extraktion lieB sich nicht ganz quantitativ durchfiihren; auch 
wurden die tbrigen Unterkleider vernachliassigt, da die Hauptschweii- 
absonderung nur am Oberkérper stattfand. Diese Untersuchungen geben 
somit Annaherungswerte. 

Zwei ziemlich quantitative SchweiBuntersuchungen konnten nach 
Verabfolgung elektrischer Schwitzbider vorgenommen werden, wobei der 
K6rper in liegender Stellung wahrend 45 Minuten von oben und unten 
mit roten, elektrischen Birnen bestrahlt wurde. Die Hauptmenge des 
ausgeschiedenen SchweiBes trocknete sogleich aus, da die Temperatur eine 
recht hohe war. Das Thermometer zeigte im oberen Teil des Kastens 85°, 
was nach Angabe des Bademeisters in der Nahe des Kérpers einer Temperatur 
von 75° entsprechen sollte. Durch viermalige Kérperwaschung mit je 
1 Liter Wasser und Mitverarbeitung des als Kérperunterlage dienenden 
Tuches, wenigstens in einem Falle, lieB sich der SchweiB hier nahezu voll- 
standig erfassen. 

Es ist selbstverstandlich, da8 Kontrollversuche mit Tiichern aus 
derselben Wasche vorgenommen wurden. Sie erwiesen sich in keinem 
Falle als mit Jod verunreinigt. : 

Die Untersuchung von Kot, Nasenschleim und Schwei8 bot weiter 
keine Schwierigkeiten. Man muBte sich hier in der Regel mit einer Analyse 
begniigen. Die verfiigbare Zeit hatte eine Wiederholung kaum erlaubt; 
auch waren die zur Bestimmung gelangenden Jodmengen fiir Doppel- 
analysen oft gar gering gewesen. 

Die Harnuntersuchungen hingegen sind recht heikel. Wegen der 
Anwesenheit von viel Kochsalz geht die Veraschung nur schwierig vor sich. 
Bei Uberhitzung tritt leicht Jodverlust ein; wird aber nicht vollstindig 
verascht, so findet man ebenfalls zu wenig Jod, da dann ein Teil in alkohol- 
unléslicher Form vorhanden ist. Diese Bestimmungen wurden deshalb 
stets mehrfach ausgefiihrt. Bei Differenzen wurde ein gréBeres Gewicht 
auf die héheren Werte gelegt, da wohl Verluste eintreten, nicht aber zu viel 
Jod gefunden werden kann. 

Wir gehen nun zu unseren Versuchen iiber. Sie sind in der Tabelle I 
zusammengestellt. Die Kolonnen der Kotmenge und des Jodgehalts des 
Kotes erfordern eine Erlauterung. Da die Nahrungsaufnahme des einen 
Tages der Kotausscheidung des folgenden Tages ungefihr entspricht, 
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sind die genannten Kolonnen um einen Tag verschoben, so daB die sich 
entsprechenden Werte nebeneinander zu stehen kommen. 

Wahrend 35 Tagen, vom 10. Januar bis 13. Februar, wurde die jodarme 
Grundnahrung mit 14,3 y Jod pro Tag eingenommen. Die Tabelle beginnt, 
wie erwahnt, etwas spiter, mit dem 16. Januar. Die Jodausscheidung 
nimmt wahrend dieser Periode allmahlich etwas ab, ist aber im ganzen 
ahnlich, wie die Einnahme. 

In diesen Zeitabschnitt fallen einige Versuche mit gewissen Zusiitzen, 
deren Wirkung auf die Jodausscheidung gepriift werden sollte. 

An 3 Tagen hintereinander wurde tiaglich je 1g Kaliumbromid ein- 
genommen. Da von anderer Seite (I. c.) beobachtet worden ist, daB Kropfe 
gelegentlich bei Brommedikation zuriickgehen, konnte man sich fragen, 
ob der Jodstoffwechsel durch Brom beeinfluBt werde, ob dadurch vielleicht 
eine gréBere Retention des Jods erfolge. Es war aber auch méglich, daB 
die Bromide rein nur durch ihren Jodgehalt wirken. Wir haben bei anderer 
Gelegenheit (l.c.) Mengen von bis 8 mg Jod im Kilogramm Kaliumbromid 
gefunden. Es mégen auch héhere Werte nicht selten sein. 

Unsere Versuche lassen keine Retention des Jods erkennen; eher deutet 
die erhéhte Zahl vom 23. Januar auf eine Mehrausscheidung. Es kann aber 
irgend ein Zufall vorliegen, da am Tage vorher und nachher normale Werte 
gefunden worden sind. Unsere Resultate stiitzen somit die von Eggen- 
berger vertretene Annahme, da die Beeinflussung der Strumen durch 
Bromsalze nur auf deren Jodgehalt beruhen diirfte. 

Einige Tage nach der Bromeinnahme wurden 10g Kochsalz auBer 
den in der Grundnahrung bereits enthaltenen etwa 10g genommen. 
Heh. Hunziker!) nimmt an, bei groBem Kochsalzverbrauch werde die 
Wirkung der aufgenommenen Jodspuren abgeschwiicht, so da8 leichter 
Jodmangel eintrete. Es liegt nahe, eine solche eventuelle Wirkung auf eine 
durch Kochsalz verursachte vermehrte Jodausscheidung zuriickzufiihren. 
Eine solche Wirkung la8t aber unser Versuch nicht erkennen. Der Jodgehalt 
des Harns bleibt in normalen Grenzen. 

Uber die Wirkung der Fluoride wurde ein Versuch mit 1 mg NaF 
vorgenommen. Da mir der Grad der Toxicitaét der Fluoride nicht bekannt 
war, wollte ich nicht héher gehen. Die Menge ist immerhin 70mal gréBer 
als die des aufgenommenen Jods. Ein EinfluB auf die Jodausscheidung 
konnte auch hier nicht festgestellt werden. 

Ein weiterer Versuch betrifft die vermehrte Einnahme von Wasser. 
Da vielfach das Trinkwasser fiir die Entstehung des Kropfes verantwortlich 
gemacht und Kindern aus diesem Grunde haufig das Trinken groBer Wasser- 
mengen gewehrt wird, konnte man sich fragen, ob das Wasser vielleicht 
eine vermehrte Ausscheidung von Jod bewirke, so daB dadurch ein Jod- 
mange! des K6rpers begiinstigt wiirde. Bei jodhaltigem Trinkwasser kénnte 
dann eine Kompensation des ausgeschiedenen durch das eingenommene 
Jod erfolgen. 

Nach einer Einnahme von 1,8 Liter Wasser am 30. Januar, wobei 
die ausgeschiedene Harnmenge auf 3 Liter stieg, trat keine Vermehrung 
der Jodausscheidung ein. 

Wir haben also weder durch Kaliumbromid noch durch Kochsalz, 
noch durch Natriumfluorid, noch durch Wasser eine Beeinflussung des 


1) Der Kropf, eine Anpassung an jodarme Nahrung. Bern, Verlag von 
A. Franke, 1915. 
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Jodstoffwechsels nachweisen kénnen. Wir sind uns jedoch bewuBt, daB 
bei der kurzen Versuchsdauer von meist nur einem Tag nur eine einigermaBen 
betrachtliche Wirkung dieser Zusiitze sich hatte erkennen lassen. 

Man untersuchte nun den Einflu8 von kérperlicher Anstrengung auf 
die Jodausscheidung. Am 26. Januar wurde eine Reise nach Adelboden 
unternommen, wobei der Weg von Frutigen nach Adelboden und zuriick, 
je 15 km, Hoéhendifferenz 500 m, mit ziemlich schwerem Rucksack zu FuB 
zuriickgelegt wurde. Auch hier bleibt die Jodausscheidung durch die Nieren 
dieselbe, wie sonst. Spiater zeigte es sich dann, daB doch eine vermehrte 
Gesamtausscheidung stattgefunden hatte. Man untersuchte das an jenem 
Tage benutzte, recht verschwitzte Hemd und fand darin 6,3 y Jod. Die 
gesamte ausgeschwitzte Menge mu ziemlich viel héher gewesen sein; 
sie diirfte wohl mindestens auf das Doppelte angeschlagen werden. 

Ein weiterer, am 10. Februar ausgefiihrter Versuch iiber die Be- 
einflussung der Ausscheidung durch kérperliche Arbeit, durch dreistiindiges 
Umgraben, lie8 diesmal weder im Harn, noch im Gesamten eine Vermehrung 
erkennen. Im Schweif wurde zwar ziemlich viel Jod gefunden; es wird 
aber kompensiert durch eine Verminderung im Kot. Der Versuch ist nicht 
beweisend, da die Zeitdauer der Anstrengung eine ziemlich kurze war, 
und zwar ging die Arbeit recht miihselig und langsam vor sich, begleitet 
von Muskelschmerzen, die vermutlich durch die vorausgegangene 30tagige 
jodarme Kost verursacht worden waren. Wir werden auf die Jodausscheidung 
wahrend der Arbeit spiaiter noch zuriickkommen. 

Zwei Versuche iiber den Einflu8 des Schwitzens ohne kérperliche 
Anstrengung wurden am 7. Februar und am 6. Marz nach Anwendung 
elektrischer Schwitzbader ausgefiihrt. Bei dem ersten der beiden Schwitz- 
biaider wurde der Schweif nicht ganz quantitativ gewonnen, weil das als 
K6rperunterlage dienende Tuch nicht mit verarbeitet wurde. Das erste 
Schwitzbad, noch in der Periode der jodarmen Nahrung angewendet, 
zeigt eine ziemlich starke Ausscheidung durch den Schwei8, dafiir aber 
eine Verminderung im Harn. Die Ausscheidung durch den Kot ist gering: 
die Gesamtausscheidung ist nicht erhéht. Das zweite Bad wurde genommen, 
als man mit der jodreichen Nahrung abbrach. Die Ausscheidung im Harn 
erscheint etwas, die im Kot stark vermindert, die im Schwei8 natiirlich 
stark erhéht. Auch hier ist die Gesamtausscheidung normal geblieben. 

Schwitzen ohne kérperliche Anstrengung bewirkt somit nur eine 
Anderung in der Ausscheidungsart, nicht aber in der ausgeschiedenen 
Jodmenge. 

An einem der ersten Tage unserer Versuchsperiode, am 20. Januar, 
war ich stark erkiltet. Es trat nachts etwas Fieber auf. Wir sehen die 
Jodausscheidung im Harn erhéht. In der folgenden Nacht hatte sich 
Halsweh eingestellt. Es wurde dabei stark geschwitzt. Die Ausscheidung 
im Harn ist normal geblieben, obgleich wir eine erhéhte Ausscheidung 
im Schwei8 annehmen miissen, da vermehrte SchweiBabsonderung stets 
einer Vermehrung der Jodausscheidung im Schwei® entspricht. Es hat 
also wahrscheinlich eine Erhéhung der Gesamtausscheidung stattgefunden. 
Man hat den Eindruck, als ob bei Fieberkrankheiten, speziell bei Erkaltungen, 
eine leichte Erhéhung der Jodausscheidung erfolge. Sichere Schliisse dariiber 
lassen unsere spirlichen Versuche natiirlich nicht zu. 

Uber den Einflu8 der Nahrungsmenge liegen einige Beobachtungen 
vor. Am 23. Februar wurden iiber die Grundnahrung hinaus 400g Brot 
und 30g Butter genossen; die Kalorienmenge stieg dadurch auf etwa 4530. 














Jodstofiwechsel. 255 


Die Ausscheidung durch den SchweiB erscheint etwas héher als an den 
Tagen vorher und nachher. Die Gesamtausscheidung ist nicht deutlich 
beeinfluBt. Ein Fasttag am 16. Januar, nachdem seit 5 Tagen jodarme 
Nahrung eingenommen wurde, bewirkt eine Verminderung der Jodaus- 
scheidung durch den Harn auf 8,6 7. 

Am 8. und 9. Marz wurde 2 Tage hintereineinander gefastet, diesmal, 
nachdem 20 Tage lang jodreiche und dann zwei Tage jodarme Nahrung 
genommen worden war. Der K6rper hatte also gewisse Jodreserven. Die 
Jodausscheidung ist geringer als an den Tagen vorher und nachher, aber 
doch verhaltnismaBig bedeutend, 25,3 und 31,0 » gegeniiber 43,4 und 44,7 
an den vorhergehenden Tagen. 

Die Fasttage sollten uns auf folgende zwei Fragen Antwort geben: 

1. Stammt der Jodgehalt des Kotes nur von der aufgenommenen und 
unvollstandig verdauten Nahrung oder scheidet der Organismus selber 
stets eine gewisse Menge Jod durch den Darm ab? 

2. Ist die Jodausscheidung durch die Nieren bei der Tagesarbeit und 
bei der Nachtruhe dieselbe ? 

Wenn wir die ganze Versuchsreihe betrachten, sehen wir, daB die 
Ausscheidungen von Jod im Kot recht unregelmaBig sind. Zum Teil hangt 
dies von der Kotmenge ab, die auch Schwankungen aufweist; aber auch 
der Grad der Verdauung spielt eine Rolle. Der Kot war in der Regel hart. 
In einigen Fallen war er von weicher Konsistenz (in der Tabelle mit ,,w* 
bezeichnet). Hier finden wir meist Jodmengen, die nicht nur proportional 
der Kotmenge gestiegen sind, sondern dariiber hinaus. Bei schlechter 
Verdauung wird das Jod somit weniger gut ausgenutzt. In der Hoffnung, 
solche UnregelmaBigkeiten dadurch ausschalten zu kénnen, wurde wahrend 
20 Tagen, vom 3. bis 23. Februar zu jeder Mahlzeit 0,5 g Thymol, also 
taglich 1,5 g eingenommen. Man glaubte, dadurch eine gewisse Darm- 
desinfektion bewirken zu kénnen. Unsere Tabelle laBt jedoch keine deutliche 
Wirkung erkennen. Die Thymolmenge war vielleicht nicht ausreichend 
gewesen. 

Betrachten wir nun die Jodausscheidungen im Kot wihrend der beiden 
Fasttage. Die Defakation erfolgte méglichst griindlich durch Klystier. 
Es sei daran erinnert, da8 unsere Tabelle die Werte des Kotes vom folgenden 
Tag anfiihrt, da diese den Ausscheidungen des Tages entsprechen. Wir 
finden fiir die beiden Fasttage Kotmengen von 34 und 21g. In beiden 
Fallen fanden sich 0,4 y Jod darin. Da der ausgeschiedene Kot, wenigstens 
am zweiten Fasttag, wo die Nahrungsaufnahme 3 Tage zuriickliegt, kaum 
mehr von der Nahrung herriihren diirfte, glaubten wir annehmen zu kénnen, 
da8 die geringe Jodmenge von 0,4 y der taglichen Ausscheidung durch den 
K6rper selbst entspricht. 

Der Harn wurde an den beiden Fasttagen in Tag- und Nachtharn 
getrennt. Man fand folgende Werte: 


8. Marz. Tagesharn, 6 Uhr morgens bis 6 Uhr nachmittags 12,8 y. 
Nachtharn, 6 Uhr nachmittags bis 6 Uhr morgens 5,6 ». 
9. Marz. Tagesharn, 6 Uhr morgens bis 6 Uhr nachmittags 23,0 y. 
Nachtharn, 6 Uhr nachmittaas bis 6 Uhr morgens 5,3 ». 


Nachts wurde also bedeutend weniger Jod ausgeschieden, als wahrend 
des Tages. Die 5 bis 6 y Jod entsprechen der 12stiindigen Ausscheidung 
bei Ruhe bei demjenigen Jodvorrat, den der Organismus nach der Periode 
mit jodreicher Nahrung besa8. 
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Dies Ergebnis steht im Einklang mit dem oben mitgeteilten Versuche, 
wo bei kérperlicher Anstrengung eine Mehrausscheidung an Jod erfolgt war. 

Im folgenden wollen wir uns die Jodbilanz waihrend der Versuchszeit 
vergegenwartigen. Der besseren Ubersicht halber ziehen wir das Tages- 
mittel aus einzelnen Abschnitten. So werden die Zufallschwankungen, die 
ja bei solchen Versuchen unvermeidlich sind, mdglichst ausgeglichen. 
An diesen Schwankungen mégen verschiedene Umstinde schuld sein. 
Die AuBentemperatur, das Wohlbefinden, die Qualitaét des Schlafes, alles 
Faktoren, die von Tag zu Tag wechseln konnten, mégen einen gewissen 
Einflu8 auf die Jodausscheidung ausiiben. 

Die Tabelle II gibt die Zusammenstellung in einzelnen Abschnitten 


wieder. 





Tabelle II. 
Jodbilanz in abortion der Versuchszeit. 

20 Mittlere Jodausscheidung ir im n Tag ii im 0% 
a} & Deak SCT A ER -S3 
LL sm PER | ota tteor LAE 
Jodreicher ° a5 o | s4> 
Datum Tage Ps 3z Harn | Kot | $ 3 | z = g a3 . 
Raabe /23| 4% | a | B48 

y |? y FA BAe Fa 


1|| (Fasttag) | 03) 836/ — | — | — i 
5 | —_ ims us| — | — | — 
5 | — 114,3/12.7) 651 | —| — | 
ae ae — 14,3) 7,2) 4,54) 184/145 | 15,0 — 0,7 
Msg Sh Tha:s K J 52,6 23,0 | 5,53| 3,17| 2,85 34,6 + 180 
22. , 27. IL, 6 Lebertran 71,9 23,6 | 6,88) 5,95 1,16 | | 37,6 + 34,3 

2 + 18,3 

1 — 16,3 

3 

2 | 

2 | 

1| 


Eis 


17, bis St. 1.2 
al cay das & 


28. IL. bis 1. IIT, | | Sardinen 75,1) 39,1 | 12,7 | 3,85) 1,1 56.8 
2.100.) 1 | KJ 52,6 43,0 19.5 58 | 06 | 68,9 
3. bis 5. IIT. Bachkresse | 77,0 | 35,6 27,1 | 2,16; 2,2 | 67, 1;+ 9,9 
6. und 7, III. 14.3, 27,1 5,05 | 3,6 8.35 | 44.1 — 29.8 
8. , 9. ITT.| | (Fasttage) | | 0,3 | 23.4 04 | 3,25 | 1 se 28,2 |—27,9 
10. TIL.) 1 | — 143) 35,0 2.9 | 4,5 455(— 312 


Die Periode der jodarmen Nahrung (vom 17. Januar bis 13. Februar) 
haben wir in drei Abschnitte geteilt, weil wir in den ersten Tagen nur den 
Harn, spatter Harn und Kot und erst zum SchluB alle vier Ausscheidungen 
untersucht haben. 

Die beiden ersten Abschnitte geben im Mittel ungefihr dieselbe Jod- 
ausscheidung im Harn; wihrend des dritten Abschnittes ist sie stark ver- 
mindert. Die Gesamtausscheidung betrigt hier 15,0” gegenitiber einer 
Einnahme von 14,3y. Wir befinden uns also im ungefaihren Jodgleichgewicht 
fiir diese langere Zeit ziemlich konstante Jodaufnahme. 

Es folgt nun die Periode der Kaliumjodidaufnahme. Hier nehmen 
wir bedeutend mehr Jod ein, als wir abgeben. Es wird also Jod magaziniert. 
Die Speicherung betrifft ungefihr ein Drittel der eingenommenen Menge; 
der Rest wird gleich wieder ausgeschieden. Ahnlich liegen die Verhaltnisse 
auch bei Genu8 von Lebertran, Sardinen und Bachkresse. Als zwischen- 
hinein, am 2. Marz, ein Tag mit Jodkalium, d. h. mit einer niedrigeren 
Jodzufuhr, eingeschaltet wurde, war die Ausscheidung plétzlich bedeutend 
groéBer als die Einnahme. Als am 6. bis 7. Februar die Grundnahrung ohne 
besondere Jodzufuhr genossen wurde, iiberwog die Ausscheidung die Ein- 
nahme gar um das dreifache. Wir haben also, nach Anlegung der Jod- 
reserve, beim Ubergang zu jodarmerer Nahrung eine stark negative Jod- 
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bilanz, und zwar auch bei einer Nahrung, die friiher Jodspeicherung ergeben 
hatte. Dasselbe Resultat geben die beiden Fasttage und der SchluBtag 
mit jodarmer Ernaihrung. Die angelegte Jodreserve gestattet uns, Fasttage 
und Tage mit jodarmer Ernahrung folgen zu lassen, ohne dadurc}; gleich 
wieder auf die anfanglichen geringen Jodausscheidungen herunterzusinken. 

Bei der Fortsetzung der Versuche mit jodarmer Ernaihrung wiire die 
Jodausscheidung allmiahlich wieder gesunken, bis wieder annahernd das 
Jodgleichgewicht vom 13. Februar erreicht worden wire. Andererseits 
wiirden wir vermutlich bei fortgesetzter Aufnahme von jodreicher Nahrung 
nach einer gewissen, vielleicht noch recht fernen Zeit ebenfalls in ein Jod- 
gleichgewicht gekommen sein, welches aber einem bedeutend gréBeren 
Jodumsatz entsprechen wiirde, als im ersten Falle. Denn wir miissen wohl 
annehmen, daf das Jodspeicherungsvermégen irgendwo eine Grenze hat. 
Ist sie erreicht, so mu8B so viel Jod ausgeschieden werden, wie eingenommen 
wird. 

Die Gesamtjodaufnahme wiahrend der Periode der jodreichen Nahrung, 
also vom 14. Februar bis 5. Marz betragt 1290 y, die Abgabe in derselben 
Zeit 892 y, somit die Speicherung 398 y. Bei Fortsetzung unserer jodarmen 
Ernihrung wiirde dieser Vorrat 13 Tage gedauert haben, wenn die Aus- 
scheidung dauernd in demselben Ma8e stattgefunden hatte, wie in den 
ersten Tagen nach Abbruch der vermehrten Jodeinnahme. In Wirklichkeit 
wiirde sie aber jedenfalls bedeutend linger angehalten haben, da das Abklingen 
auf das niedrigere Jodgleichgewicht wohi nur ganz allmahlich erfolgt ware. 

Wenn wir die Wirkung der jodreichen Nahrungsmittel miteinander 
vergleichen, so finden wir eine ungleiche Speicherung. Am klarsten wird 
dies, wenn wir die Zahlen auf 100 Teile eingenommenes Jod angeben, 
wie dies in der Tabelle III geschehen ist. ,Wir haben hier auBerdem die 
Berechnung auf 100 Teile resorbiertes Jod vorgenommen, indem wir das 
im Kot gefundene von dem eingenommenen Jod subtrahieren. 


Tabelle II. 


Jodausscheidung und -speicherung 
in Prozenten des eingenommenen und des resorbierten Jods. 





| A, Auf 100 Teile aufgenommenes Jod wird B. Auf sa Be yoo resorbiertes 


ausgeschieden im ausgeschieden im 











Jodaufnahme als | i #3 i § bi 

| i382) 2 |¥l| 3 lse/@iei2 

|| Harn Kot | 2) 3 | eis] R |Harn $3 8 a | 2 

! jzgja}a]e2] 8) jz) 4a] 8 

aR 

Ee 6. a ae 43,7 | 10,5| 6,0 5,4 65,6) 89,5) 34,4 48.9| 6,7 6,1 61,7 38,3 
Lebertran . . . . 328! 96/83 1,6 523) 93,4) 47,4 363/91 18 47,2 528 
Sardinen .. . . 52,0 16,9 5,1) 1,5 75,5) 83,1 24,5) 62,5/6,2 18 70.5 29,5 
Bachkresse . . . 46,2 35,2) 2,8/ 2.9 87,1 64,8, 12,9 71,043 44 79,7 203 
Entélte Sardinen 64,3 21,8 3,0 1,4 90,5 882 9,5 82,038 1,8 87,6 12,4 


Am gréBten ist die Jodspeicherung bei Lebertran, sogar gréBer als 
bei KJ. Wir werden auf die Ursache noch zuriickkommen. Auf den 
Lebertran folgt K J, dann kommen die Sardinen und schlieBlich die Bach- 
kresse. 

Die Sardinen enthalten einen groBen Teil ihres Jods, 39,1 Proz., in 
Form von6l. Dieses6] ist auch jodhaltig, und zwar stammt das Jod offenbar 
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von der Leber der Fische und nicht vom Oliven6l, in welchem die Sardinen 
eingebettet waren; denn die pflanzlichen Ole pflegen sehr jodarm zu sein. 
Das jodhaltige 6] kénnen wir in der Verdaulichkeit dem Lebertran gleich- 
setzen. Dann 1JaBt sich berechnen, welche Ausscheidungen und welche 
Speicherung auf das entélte Sardinenfleisch kommt. Wir finden diese 
Zahlen ebenfalls in unserer Tabelle. 

Die Resorption geht nicht ganz parallel mit der Jodspeicherung. 
Sie ist am geringsten bei der Bachkresse, wihrend die Speicherung bei den 
entélten Sardinen den niedrigsten Wert aufweist. Die Resorption ist 
natiirlich ein etwas zufialliger Wert und hiangt mit der derzeitigen Magen- 
disposition, mit der Menge, der Zubereitung und Zusammenstellung der 
Nahrung, mit der Nahrung an den vorhergehenden Tagen zusammen. 
Speziell die Bachkresse wurde nicht gut verdaut. Der Organismus war 
nicht mehr an Gemiise gewohnt: die verzehrte Menge war etwas groB 
und ein gewisser Widerwillen dagegen vorhanden. Auch ist die Versuchs- 
dauer bei der Einnahme der Sardinen und der Bachkresse etwas kurz. 

Auf das resorbierte Jod berechnet, finden wir bei dem entélten Sardinen- 
fleisch eine Ausscheidung im Harn von 82,07; in der Bachkresse geht sie 
auf 71,0, beim KJ auf 48,9, beim Lebertran auf 36,3 A zuriick. Die Aus- 
scheidungen im Nasenschleim und Schwei8 sind von zufalligen Schwankungen 
abhingig, vom Schnupfen, von der zufalligen taglichen SchweiBabsonderung. 
Der Reinheitsgrad der Luft kann im ersteren Falle sogar eine Rolle spielen. 
Sollte an gewissen Tagen, etwa durch besondere Windverhiltnisse, etwas 
Steinkohlenrauch eingeatmet worden sein, so kénnte bei dem hohen Jod- 
gehalt dieses Rauches bereits eine Vermehrung des Jodgehaltes im Nasen- 
schleim aufgetreten sein. 

Aus diesen Uberlegungen ergibt sich, daB einzelne unserer Resultate 
mit einer gewissen Reserve aufzunehmen sind. 

Ein auffallendes Resultat unserer Tabelle ist die ausgezeichnete Jod- 
speicherung nach Einnahme von Lebertran. Eine genauere Untersuchung 
des SchweiBes zeigte, daB unverindertes, jodiertes Fett ausgeschwitzt wird. 

Am 6. Marz, also nachdem die Einnahme von K J, Lebertran, Sardinen, 
Bachkresse voriiber war, wurde ein elektrisches Schwitzbad von 45 Minuten 
Dauer genommen. Die Gewichtsabnahme betrug dabei 1,2 kg. Die SchweiB- 
lésung wurde aufgearbeitet nach friiher angegebenem Verfahren (I. c.). 
Folgendes Schema gibt das Resultat wieder. 

Die SchweiBlésung wird filtriert: 

1. wasserige Lésung, wird eingedampft, in alkoholléslichen und -un- 

léslichen Teil getrennt; 
a) alkoholléslich, mit HNO, und Chloroform geschiittelt. 


«) Chloroformlésung . ... . . 3,1» anorg. J 
B) wasserige Loésung. ..... 49” J 
b) alkoholunléslicher Teil. . ...... j\I1yd 
2. wasserunlislicher Teil, mit Ather extrahiert. 
a) atherléslicher Teil. . . . . 2,6» an Fett geb. J 
b) atherunléslicher Teil, walt Alkohol behandelt. 
G) MIROONNOR. 6 ce eck ee oe OOP SD 
A} BIROOIORNON 5. ks ae i ew 


Summe des Jods ..... - 18,07 J 
davon anorganisch chusien . 24 Proz. 
organisch gebunden .. 76 ,, 
an Fett gebunden .. . 20 ,, 











Jodstoffwechsel. 259 


Eine andere, weniger griindliche Trennung wurde mit dem SchweiB 
vom 21. Februar, also nach Beendigung der Versuche mit K J-Einnahme, 
vorgenommen. Hier wurde das Waschwasser der morgendlichen Kérper- 
waschung verwendet. Man fand: 

SchweiBlésung filtriert: 

1. wasserige Lésung; 
a) alkoholléslich: 


Chloroformlésung. ......... Il ¥ anorg. J 
wisserige Lésung. od Ora atan: Sake eae 
NN SS ae ere | 
 WAMIOTORIDENOR ook isis cs os e es BBP opgee. J 
anorganisch gebunden. . . . . . . . 30 Proz. 
organisch gebunden .... . eo 4 


Hier war leider nicht auf fettlésliches Jod gepriift worden. 

Um das Resultat vom 6. Marz weiter zu bestatigen, wurde das Tiichlein, 
welches jeweilen bei den morgendlichen Abwaschungen zum Trockenreiben 
des K6rpers benutzt und jedesmal griindlich mit kaltem Wasser ausge- 
waschen worden war, mit Ather extrahiert. Die Atherlésung wurde filtriert 
und abdestilliert. Sie hinterlieB einen Fetttropfen. Man fand darin 0,77 y J. 
Somit ist das Vorkommen von jodhaltigem Fett im Schwei8 nachgewiesen. 

Da Jod im Fett des tierischen Koérpers nicht mehr als spurenweise 
auftritt — ein amerikanisches Schweinefett enthielt 17 y im Kilogramm — 
so ist anzunehmen, da8 das jodierte Fett des SchweiBes aus dem Lebertran 
und den Sardinen stammt, und da es, wenigstens teilweise, direkt als 
solches im Fettgewebe abgelagert wird. 

Man kénnte denken, wenn dies jodierte Fett durch den Schweif8 un- 
veriindert ausgeschieden werde, so komme es dem Organismus weiter nicht 
zugute. Die Ausscheidung durch die Haut ist aber verhaltnismaBig gering. 
Wahrend der 8 Tage der Lebertran- und Sardinenkost wurden 393 7 an 
Fett gebundenes Jod aufgenommen. Die wihrend des Schwitzbades aus- 
geschiedene Menge von 2,6 7” macht nur 5,3 Proz. der durchschnittlichen 





i Tageseinnahme aus. Man darf daher wohl eine gute Ausnutzung annehmen, 
; wie sie ja auch von anderer Seite fiir kiinstlich jodierte Fette festgestellt 
worden ist. 


AuBer im SchweiB wurde auch in Nasenschleim eine Trennung in 
anorganisch und organisch gebundenes Jod vorgenommen, und zwar am 
21. Februar, am Ende der Kaliumjodidperiode. Man fand: 

: Pottascheauszug des Taschentuches eingedampft, in alkoholléslichen 
und -unléslichen Anteil getrennt; 

1. alkoholléslich, mit HNO, und Chloroform geschiittelt, 

a) Chloroformlésung . . 2,8” anorganisches Jod = 76 Proz. 
b) wasserige Lésung . . 0,9 7 organisch geb. Jod = 24 Proz. 

2. alkoholunléslich (Hauptmenge) 0. 

Hier sind drei Viertel des gesamten Jods anorganisch gebunden. Der 
eigentliche Schleim, im alkoholunléslichen Anteil bestehend, ist jodfrei. 

AuBer den genannten wurden noch einige andere Ausscheidungs- 
produkte auf Jod gepriift. Die Analysen sind in der Tabelle [TV zusammen- 
gestellt. 

Der untersuchte Zungenbelag hatte sich nach 60stiindigem Fasten 
gebildet. Er wurde mit einem Stiick Zucker abgerieben. 
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Die Brandblase von 2:3cem im Durchmesser zog ich mir bei dem 
elektrischen Schwitzbad am 7. Februar, also noch in der Periode der jod- 
armen Ernihrung, durch Beriihrung einer elektrischen Birne am Ober- 
schenkel zu. Sie wurde mit Leinwand verbunden. In dem ausgelaufenen 
Serum fand man nach einigen Tagen die betrachtliche Menge von 3,1 y Jod. 
Der spater untersuchte Wundschorf war jodfrei. 


Tabelle IV. 


Jodbestimmungen in verschiedenen Ausscheidungsprodukten. 





Zeit der 


Datum Produkt Golan Bildung yvJ pro Tag 
g Tage yJ 
BE EEL, OE 5 88 ae ca a Ts acs 0,16 14 0,36 0,026 
RD AE EGE OS” Srna ie aman 8,75... .37 9.5 0,26 
27. II. Ohrenschmalz..... — — 0,9 — 
10, III. Zungenbelag ..... — 2*/, 0,9 0,35 
13. II. Inhalt einer Brandblase — — 3,1 —_— 
19. It. Brandwundschorf .. . 0,085 — 0 _ 


Der Jodgehalt der Brandblase scheint darauf hinzudeuten, dai das 
Jod bei der Heilung eine Rolle spielt. 

Suchen wir uns nun das Schicksal des aufgenommenen Jods im 
Organismus zu vergegenwirtigen. 

Wir haben gesehen, daB nach langerer, jodarmer Ernihrung mit etwa 
14y Jod im Tag ein Gleichgewichtszustand eintritt, bei welchem nicht 
mehr Jod abgegeben, als eingenommen wird. Die Schilddriise halt somit 
ihren Jodbestand sehr energisch zuriick. Es tritt wohl eher eine Unter- 
funktion der Schilddriise ein, als eine zu starke Verausgabung an Jod. 


Anders ist es bei etwas gréBeren Jodgaben, etwa 50 bis 80 y im Tag. 
Man hatte erwartet, daB die offenbar jodbegierige Schilddriise den gréBten 
Teil dieses Jods ihrem Bestande einverleibe, daB also die Ausscheidung 
nur wenig steige. Das Resultat war ein anderes. Nur ein Drittel des Jods 
wurde gespeichert, zwei Drittel wurden gleich wieder ausgeschieden. Als 
nun nach einiger Zeit die Jodeinnahme wieder verringert oder durch Fasten 
auf Null herabgedriickt wurde, blieb trotzdem die Jodabgabe verhiltnis- 
maBig recht groB. Das zeigt uns deutlich, daB die durch die Jodspeicherung 
angelegte Reserve nicht identisch ist mit dem festen, schwer mobilisierbaren 
Jodbestand der Schilddriise. Es muB sich um eine zweite Reserve handlen, 
die im Gegensatz zur ersten leicht angelegt und leicht wieder abgegeben 
wird. Wir kénnen die Verhiltnisse im Bild etwa folgendermaBen darstellen. 


Schema der aktuellen und der potentiellen Jodreserve. 


Die GefiBe I bis III bedeuten die leicht mobilisierbare Reserve in 
verschiedenen Stadien. Nennen wir diese die aktuelle Reserve. Bei I ist 
der Zuflu8 an Jod nur gering, so gering, daB alles zugeflossene gleich wieder 
ausflieBt. Die aktuelle Reserve ist und bleibt leer. Wir haben einen Gleich- 
gewichtszustand zwischen der Jodeinnahme und ihrer Abgabe, wie er 
gegen SchluB der jodarmen Ernihrung besteht. Nun mdge die jodreichere 
Ernahrung einsetzen. Der Zuflu8 an Jod ist gréBer als der AbfluB; das 
Reservoir beginnt sich zu fiillen. Das Niveau hat bei II bereits eine gewisse 
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Hohe erreicht. Wenn wir nun die Jodzufuhr verringern oder gar abstellen, 
so macht sich dies beim AbfluB nicht stark bemerkbar. So lange im Reservoir 
noch etwas vorhanden ist, wird Jod abflieBen, wobei allerdings mit sinkendem 
Niveau der Druck allmihlich abnehmen wird. 

Wenn die vermehrte Jodzufuhr lange Zeit anhalt, so muB der in III 
versinnbildlichte Zustand eintreten. Das Reservoir lauft iiber. Es hat sich 
also wieder ein Gleichgewichtszustand, obschon anderer Art als bei I, 
zwischen eingenommenem und ausgeschiedenem Jod herausgestellt. Ein 
ahnlicher Fall tritt bei einmaligen groBen Joddosen ein. Nur braucht sich 
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Abb. 1, 


hier die aktuelle Reserve nicht unbedingt anzufiillen, so wie sich auch ein 
Glas nicht dadurch fiillen la8t, daB man mit einem Hydranten Wasser 
hineinspritzt. 

Das flache GefaB V bedeutet den festen, schwer mobilisierbaren Jod- 
bestand der Schilddriise. Nennen wir ihn die potentielle Reserve. Wir 
haben sie im Bilde durch eine sehr enge Réhre in Verbindung gesetzt mit 
der aktuellen Reserve, mit GefaB IV. Ist die aktuelle Reserve angefiillt, 
so kann sie dauernd Jod abgeben an die potentielle Reserve, bis die Niveau- 
differenzen ausgeglichen sind, d. h. bis ein Gleichgewichtszustand erreicht 
ist. Nimmt die aktuelle Reserve ab, geht sie schlieBlich auf Null herunter, 
so wird Jod von der potentiellen Reserve abgegeben, aber nur in sehr 
kleinen Mengen. 

Wo sich die aktuelle Reserve befindet, ob wie die potentielle in der 
Schilddriise oder aber anderswo, vielleicht im Blut oder in der Leber, 
wissen wir zurzeit noch nicht. 


Zusammenfassung. 

Die Hauptausscheidung des in physiologischen Mengen ein- 
genommenen Jods erfolgt durch die Nieren. Die Ausscheidung mit 
dem Kot ist verschieden, zum Teil recht erheblich und hiangt weit- 
gehend von der Resorption ab. Eine sehr kleine Menge scheint, un- 
abhingig von der Nahrung, durch den Korper ausgeschieden zu werden. 
Die Ausscheidung im Nasenschleim und Schweif ist ebenfalls, je nach 
den aiuBeren Bedingungen, sehr schwankend. Sie kann auch ziemlich 
bedeutend werden. 

Eine Beeinflussung der Jodausscheidung durch K Br, NaF, Koch- 
salz, durch Trinken gréBerer Wassermengen lie® sich nicht feststellen. 

Durch Schwitzbader wird eine ziemlich starke Jodausscheidung 
durch die Haut bewirkt. Die Gesamtausscheidung wird aber dadurch 
nicht beeinfluBt. 

18* 
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Ko6rperliche Anstrengung hat eine vermehrte Ausscheidung durch 
die Haut und eine Vermehrung der Gesamtausscheidung tiberhaupt 
zur Folge. Fieberhafte Zustinde scheinen die Gesamtausscheidung 
ebenfalls zu férdern. 

Durch Fasten verringert sich die Jodausscheidung. Wahrend 
der Nachtruhe ist sie geringer als am Tage. 

Nach linger andauernder Ernahrung mit etwa 14 Jod pro Tag 
wurde ein Gleichgewicht zwischen Einnahme und Abgabe erzielt. 
Bei gréBeren Jodmengen, etwa 50 bis 807 im Tage, wird eine leicht 
mobilisierbare Jodreserve (aktuelle Reserve) angelegt, welche bei ver- 
minderter oder unterbundener Zufuhr leicht wieder abgegeben wird. 
Daneben ist eine zweite, die potentielle Reserve vorhanden, welche 
den Hauptjodbestand der Schilddriise ausmacht. Sie wird vom Orga- 
nismus mit aller Energie zu halten gesucht. 

Die Jodspeicherung und Jodausscheidung hangt zum Teil von 
der Form ab, in der das Jod verabreicht wird. Jodhaltiges Fett (Leber- 
tran) wurde nach unseren Versuchen am besten resorbiert; dann folgt 
Jodid, dann pflanzliches (Bachkresse) und tierisches Jod (Sardinen, 
auf entéltes Fleisch berechnet). 
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Untersuchungen von jodierten Salzen. 


Nachtrag zu der Arbeit 
»Untersuchungen iiber das Vorkommen von Jod in der Natur“ '), 


Von 
Th. v. Fellenberg. 
(Aus dem Laboratorium des eidgendssischen Gesundheitsamtes in Bern.) 


(Eingegangen am 21. August 1923.) 


Unsere friiheren Versuche') haben gezeigt, daB die mit Kaliumjodid 
versetzten Salze nach einiger Zeit einen Verlust an Jod erleiden. Die Jod- 
abnahme ist bei verschiedenen Salzen verschieden. Im allgemeinen scheinen 
reinere Salze sich besser zu halten, als weniger reine, ohne da® darin bis 
jetzt eine deutliche GesetzmiaBigkeit zutage trat. Bestimmungen der 
wichtigsten Verunreinigungen, Mg, Ca, SO,, Fe und Al lieBen keinen Zu- 
sammenhang zwischen einem dieser Bestandteile und der GréBe des Jod- 
verlustes erkennen. Es zeigte sich, daB die Abnahme des Jods in der Regel 
hauptsachlich bei Beginn der Lagerung, wahrend des Austrocknens, erfolgt. 
Spater nahmen einige Salze noch weiter ab, andere erhielten ihren Jod- 
bestand. 


SchlieBlich wurde erkannt, da8 der Jodverlust bei einer Anzahl unserer 
Versuche zum Teil daher riihrte, daB die Feuchtigkeit des Salzes beim Lagern 
in kleinen Stoffsacken in den Stoff diffundierte und das noch in Lésung 
befindliche Kaliumjodid mit sich fiihrte. Das andert aber nichts an der 
Tatsache, da8 auch in einzelnen Fallen beim Lagern feuchter Salze in 
Porzellanschalen oder beim Lagern gréBerer oder kleinerer Mengen trockener 
Salze in Sacken Verluste festgestellt worden sind. Abgesehen von der 
Entmischung feuchter Salze in porésen Packmaterialien, wobei ein Teil 
des Jodids in die Umhiillung wandert, findet somit noch ein Jodverlust 
statt, welcher unabhangig von der Verpackung ist. Es handelt sich nach 
unserer Uberzeugung hier um gewisse anorganische Katalysatoren, welche 
die Oxydation des Jodids zu elementarem Jod bewirken. Eine demnachst 
gemeinsam mit Dr. Geilinger und Dr. Schweizer zu publizierende Arbeit 
soll die Wirkung solcher Katalysatoren dartun. 


Eine neue Versuchsreihe iiber den Jodverlust von jodiertem Kochsalz 
wurde mit einem in Bern gekauften Siedesalz der Vereinigten schweizerischen 
Rheinsalinen vorgenommen. 


1) Diese Zeitschr. 189, 371, 1923. 
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Das Salz erwies sich als vollstaéndig neutral. Es wurde mit 5mg KJ 
pro Kilogramm jodiert. Eine Probe wurde ohne alkalischen Zusatz gelassen, 
weitere Proben erhielten steigende Mengen Soda oder Pottasche. Nach 
der Jodierung betrug der Wassergehalt 5,73 Proz. Je 1,25 kg Salz wurden 
in 1,5 Lite: fassende Konfitiirengliser von 17 em Héhe und 11.5 em Durch- 
messer eingefiillt und die Glaser, lose mit Papier bedeckt, in einer Kiiche 
untergebracht. Der Beginn des Versuches fiel auf den 8. Mai. 

Nach 52 Tagen wurden die Proben ohne Zusatz und eine mit 0,693 g 
K,CO, = 10cem nK,CO, pro Kilogramm untersucht. Die weiteren 
Proben mit geringeren alkalischen Zusitzen konnten nach den hier erhaltenen 
Resultaten beiseite gelassen werden. Man untersuchte die oberste, ein- 
getrocknete Kruste, eine Probe von der Mitte des Glases und die unterste 
Schicht besonders, je 50g Material. Sodann wurde der Rest des Salzes 
gemischt und die Mischung ebenfalls analysiert. Man fand folgende Werte: 


Tabelle I. 


Jodiertes Kochsalz, nach 52tagiger Aufbewahrung in Glasern. 
Urspriinglicher Jodgehalt = & mg im Kilogramm. 





Mit alkalischem Zusatz 


Ohne alkalischen Zusatz | 0,693 g KoCO3 pro kg 
mg KJ im kg mg KJ im kg 

aps BONE | 4,96 | vee 

Oben 5,08 4,61 
Mie e550 Sin rt | ~ 
J : res 7,05 | rad 
schon ‘| 7,05 6.71 
Durchschnitt . ares Pe 


Die Durchschnittsproben haben kein Jod verloren. Wir haben hier 
ein Salz vor uns mit sehr wenig der genannten Katalysatoren. 


Die Proben in verschiedenen Schichten der Glaser zeigen uns, daB eine 
Entmischung stattgefunden hat. Einerseits ist die Mutterlauge, die bei 
einem Wassergehalt von 5,73 Proz. ungefaéhr 7,8 Proz. betragt, in die Tiefe 
gesunken und hat eine Anreicherung an Jodid am Boden der GefaBe be- 
wirkt. Andererseits ist gleichzeitig mit dem an der Oberfliche erfolgenden 
Austrocknen eine Kapillarwirkung eingetreten, welche einen Teil der 
Mutterlauge und des darin gelésten Jodids nach oben zog. Dadurch ist 
der Jodidverlust, der durch das Herabsinken der Mutterlauge erfolgt ware, 
entweder ganz oder teilweise kompensiert. Nur die mittleren Teile sind 
wirklich an Jod verarmt. : 

Die Salzproben wurden pun in denselben Glisern wieder hingestellt 
und in den ersten Tagen von Zeit zu Zeit umgeriihrt, um die sich bildende 
Salzkruste zu zerstéren und ein leichteres Austrocknen auch der tiefer 
liegenden Stellen zu erméglichen. Nach weiteren 39 Tagen, also 91 Tage 
nach der Jodierung wurden von neuem Jodbestimmungen in den ver- 
schiedenen Schichten vorgenommen. Man erhielt folgende Werte: 
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Tabelle II. 


Jodiertes Kochsalz, nach 91 tigigee Aufbewahrung in Glasern. 
Urspriinglicher Jodgehalt = 5 mg im Kilogramm. 





: ae ie Mit alkalischem Zusatz 
Ohne altalischen Zusatz 0,493 9 KyC03 pro kg 


mg KJ im kg mg KJ im kg 
{ 5,02 4.88 
Oben | 5,00 5.00 
: | 4.68 4.74 
Mitte ‘| 435 4.87 
; Bey ald 5,27 5,27 
Unten 5:33 | 5.27 
4,81 4,75 
Durchschnitt —- 4 467 467 


Die Durchschnittsproben zeigen nach 3 Monaten eine leichte Abnahme 
im Jodgehalt; der Verlust ist aber recht geringfiigig. Ich wiederhole, daB 
dies nicht nur der Art der Aufbewahrung, sondern wohl auch der zufilligen 
Zusammensetzung des Kochsalzes zuzuschreiben ist. Eine Wirkung des 
alkalischen Zusatzes laBt sich hier nicht erkenner. 

Eine Entmischung im gleichen Sinne wie friiher hat auch hier statt- 
gefunden, aber in viel geringerem MaBe, als nach der ersten Aufbewahrung, 
da die Salze bereits ziemlich trocken waren. 

Es geht aus unseren Versuchen hervor. daB feuchtes, jodiertes Kochsalz 
sich ziemlich stark entmischt. Bei ganz trockenem Salz ist die Entmischung 
nicht mehr mdglich. 

Ferner zeigen die Versuche, daB es Salze gibt, deren Jodverlust inner- 
halb 3 Monaten so unbedeutend ist, daB er praktisch nicht in Betracht fallt. 
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Zur Bestimmung des Reststickstoffs im Blute. 


Von 
Josef Minich. 


(Aus dem physiologischen Institut der K6nigl. ungarischen P. Paézmany- 
Universitat, Budapest.) 


(Eingegangen am 23, August 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Da bei der Bestimmung des Reststickstoffs die Fallung der EiweiB- 
kérper die Hauptrolle spielt, mu8 unsere Aufmerksamkeit auf die 
Wahl des Fallungsmittels gerichtet sein. Denn die Fallung kann im 
EiweiB8 solche Verinderungen hervorrufen, die im Sinne einer Sprengung 
des Molekiils das Eiwei8 beeinflussen. So z. B. bei der Hitzekoagulation. 
Andererseits kann das Fallungsmittel das EiweiB lésen, das ebenfalls 
zur VergréBerung des Reststickstoffs fahren kann. So wirken z. B. die 
starken anorganischen Saéuren. Eben darum wurden zur Befreiung 
von Eiwei8 viele Substanzen empfohlen; man hielt bei jedem vor 
allem die klinische Brauchbarkeit und die einfache Ausfiihrbarkeit 
vor Augen, obzwar es auch vom klinischen Standpunkt aus wichtig ware, 
die Grenzen des Versuchsfehlers, welcher durch die Fiallungsmittel 
hervorgerufen wird, zu bestimmen, um diesen Fehler immer beriick- 
sichtigen zu kénnen in dem Falle, wenn die mit einem sonst nicht 
entsprechenden Fallungsmittel ausgefiihrte Bestimmung irgend einen 
Vorteil hat, namlich die Zeit- oder Stoffersparnis. 

Zur Bestimmung des Reststickstoffs werden meistens die so- 
genannten Mikroverfahren gebraucht. Ihre Vorteile bestehen in der 
kleinen Quantitaét des zu untersuchenden Stoffes und in der groBen 
Zeitersparnis. Das Mikroverfahren erreicht die Genauigkeit der Makro- 
verfahren, aber es kann auch die Fehlerquellen vergréBern. 

Zur Entfernung des EiweiBes hat man verschiedene Fallungsmittel 
empfohlen. Bei vollstandiger Fallung mu8 das EiweiSmolekiil unver- 
andert bleiben, und es wird jenes Fallungsmittel am meisten entsprechen, 
welches das EiweiBmolekiil am wenigsten verindert, andererseits 
kommen bei den Anderungen des Reststickstoffs im Blute auch solche 
Stoffe in Betracht, die vielleicht teilweise an das Eiweif gebunden 
sind, oder auch frei vorkommen, und auf deren molekulare GréBe die 
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EiweiBfallungsmittel auch eine beeinflussende Wirkung ausiiben. Hier 
kommen die fettartigen Stoffe in Betracht, deren Quantitaét zwar 
im Blute nicht groB ist, aber doch wegen der Empfindlichkeit der 
Methode als Fehlerquellen dienen kénnen. 


Greenwald (1) kniipft die Brauchbarkeit des EiweiSfallungsmittels an 
drei Bedingungen: 1. es mu8 in Wasser léslich sein, 2. es darf das EiweiB 
auch in UberfluB8 nicht lésen, 3. es soll das weitere Verfahren nicht stéren. 

Von den in den klinischen Untersuchungen meist gebrauchten Fallungs- 
mitteln hat man sich besonders mit den folgenden befaBt: 

1. O. Folin und W. Denis (2) empfehlen Methylalkohol. Sie nehmen 
5ccem Blut, welches sie mit Methylalkohol auf 50 ccm verdiinnen, dann 
nach 2stiindigem Stehen durch trockenes Filterpapier filtrieren, zum Filtrat 
2 bis 3 Tropfen einer gesattigten alkoholischen Zinkchloridlésung geben 
und den entstehenden Niederschlag durch trockenes Filterpapier filtrieren. 
Der Methylalkohol lést die Lipoide des Blutes, dagegen extrahiert er nicht 
vollkommen die Aminosauren und das Kreatin. Die Quantitat der Lipoiden 
kénnte zwar nach Greenwald (1) nur eine Abweichung von 2 bis 4 mg ver- 
ursachen, der zweite Umstand jedoch verursacht um so gréBere Fehler. 
Greenwald hat nimlich im Rindsblut 26,2 mg Reststickstoff gefunden nach 
der EiweiSfallung mit Trichloressigsiiture, mit Methylalkohol aber nur 
14,6 mg. 

2. O. Folin und W. Denis (3) empfehlen ebenfalls die Metaphosphor- 
siure. Sie geben in einen 50 ccm enthaltenden MeBkolben zu 20 com Wasser 
5cem Blut und dazu 3ccm 25proz. Metaphosphorséure. Nach 1- bis 
24stiindigem Stehen fiillen sie den MeBkolben bis zur Marke auf und filtrieren 
die Fliissigkeit durch trockenes Filtrierpapier; die Bestimmung folgt mit 
der Kjeldahischen Methode. Der Nachteil dieser Methode ist der, daB die 
wasserige Lésung der Metaphosphorsiéure nicht bestiandig ist, da sie sich 
langsam in o-Phosphorséure verwandelt, die das Eiwei8 nicht mehr fiallt. 
Nach O. Folin und W. Denis(3) ist dieselbe, im Kiihlen gehalten, 
3 Tage brauchbar. Darum empfehlen sie, da8 man immer frisch angefertigte 
Lésung gebrauche (acidum phosphoricum glaciale HPO,). Nach Grigaut (4) 
fallt die Metaphosphorsaure die Phosphatiden nicht, waihrend diese mit 
anderen Fiallungsmitteln gefillt werden. Dies hatte er bei der Bestimmung 
des Stickstoffgehaltes von Kreatin und Kreatinin, der Harnséiure und der 
Aminosauren festgestellt. 

3. A. Hahn und E. Kooth (5) empfehlen die Phosphorwolframsaure, 
die 4,5proz. Natriumwolframat und 3,7 cem 84 proz. Phosphorsiure enthilt. 
Zu 10 ccm Blutserum geben sie 15 cem Wasser und 15 cem von dem Fillungs- 
mittel. Mit der Wasserstrahlpumpe saugen sie das Ammoniak in das 
RezipientengeféB, und in Gegenwart von alizarinsulfosaurem Natrium und 
Methylenblau bestimmen sie das Ammoniak. 

4. Die Phosphormolybdansaéure benutzt I. Bang (6) in einer Mischung 
von ¥% Proz. Phosphormolybdinsaure, 114 Proz. Schwefelsiure und 4% Proz. 
Natriumsulfat. Manche Phosphormolybdansaure fallt das Eiwei8 nicht, 
darum mu8 man das Filtrat immer auf Eiwei8 untersuchen und mdglichst 
chemisch ceine Stoffe gebrauchen. B. Sjollema und C. W. G. Hetterschy (7) 
machten vergleichende Untersuchungen hinsichtlich der Brauchbarkeit 
der EiweiSfallungsmittel. Das Resultat ihrer Untersuchungen ist der Befund, 
da8 die einzelnen Fiallungsmittel nicht gleichwertig sind; den kleinsten 
Reststickstoffwert erhielten sie mit der nach Bangs Vorschrift verfertigten 
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Phosphormolybdansaure, einen etwas gréBeren Wert mit Metaphosphor- 
siure und den héchsten mit Trichloressigsiure. Die Unterschiede waren in 
arteridsem Blut verschwindend klein, und die Abweichungen wurden ebenfalls 
kleiner bei vorheriger Dialyse. Aus ihren Untersuchungen, obzwar diese 
keine einstimmigen Resultate gaben, zogen sie doch die SchluBfolgerung, 
da die Unterschiede von dem Polypeptid- und Aminosaureinhalt verursacht 
werden; die Phosphormolybdansaure fallt namlich aus den Eiwei®spaltungs- 
produkten mehr aus als die Metaphosphorsaure. Wenn sie zum Metaphosphor- 
siurefiltrat Phosphormolybdansiure gaben, entstand ein Niederschlag. 
Bei ihren weiteren Untersuchungen erfuhren sie, daB die Quantitat des 
Reststickstoffs im natriumoxalatigen Blute bedeutend kleinere Schwan- 
kungen zeigt, als die anderen Werte. So kamen sie zu der Schlu8folgerung, 
daB die Reststickstoffbezeichnungen nicht die Quantitit des nicht in 
SiweiBbindung stehenden Stickstoffs bedeuten, sondern dieser Wert auch 
von dem gebrauchten EiweiBfaillungsmittel abhangt. 

5. Greenwald (1) empfiehlt die Trichloressigsiure in 2,5proz. Lésung, 
Thr groBer Vorteil besteht darin, daB sie sich auch in wasseriger Lésung 
nicht verandert und in einer Konzentration von 22 Proz. kein EiweiB lost. 
Sie beeinfluBt auch das weitere Verfahren nicht. Mit Kaolin geschiittelt 
und nach halbstiindigem Stehen kann sie klar filtriert werden. Die Methode 
der Fallung besteht darin, daB man 10 ccm Blut mit 2,5proz. Trichlor- 
essigsiure in einen MeBkolben von 100cem bis zur Marke auffiillt. 

6. Fischer (8) gebrauchte das Uranacetat, indem er zu 10 ccm Blut- 
serum 30 ccm destilliertes Wasser und 10 cem 1,6proz. Uranacetat zusetzt. 
Das EiweiB wird sofort gefallt und ist gleich filtrierbar. Als einen Vorteil 
dieser Methode hebt er vor, da8 das Filtrat schon bei schwacher Erhitzung 
mit konzentrierter Schwefelsiure bald oxydiert. Er machte vergleichende 
Untersuchungen zwischen der Fallungswirkung des Uranacetats und des 
essigsauren Chlornatriums und kam zu dem Resultate, daB zwischen den 
zwei Methoden, innerhalb der Fehlergrenzen, beinahe kein Unterschied besteht. 

7. Unter den praktischen EiweiBbestimmungen muB noch die Fallung 
durch Kochen und durch Sulfosalicylsaure erwahnt werden. Obzwar man 
diese beiden Arten von Fallung bei Bestimmung vom Reststickstoff nicht 
gebraucht, kann doch die Frage gestellt werden, ob diese Methoden nicht 
zur Fallung des EiweiBes verwendet werden kénnten. Auf diese Frage 
antwortet Ludwig Gozony (9). Der mit Hilfe des Kochens oder der Sulfo- 
salicylsiure gewonnene EiweiBniederschlag ist in Alkohol (wenn er etwa 
50 proz. Konzentration erreicht) léslich; die Auflosung kénnen wir durch 
gelindes Erwarmen beschleunigen. Er bemerkt zwar, da8 nur der frische 
EiweiBniederschlag sich auflést, aber mit dauernder Erwarmung lost sich 
auch der nicht frische EiweiBniederschlag. Auf Grund dieser Erfahrungen 
ist es nicht empfehlenswert, die Kochen- und Sulfosalicylsaure-Fallungs- 
methoden bei Bestimmung von Reststickstoff zu gebrauchen. Bei den 
Bestimmungen des Reststickstoffs sind die mit Hilfe der oben genannten 
Fallungsmethoden gewonnenen Werte bedeutend gréBer als die mit anderen 
Fallungsfliissigkeiten erhaltenen (zwei- bis dreimal so hoch und noch gréBere 
Schwankungen). 

Meine Aufgabe war also, die Wirkung verschiedener Fallungs- 
mittel vergleichend zu untersuchen. Ich habe die durch die oben 
erwihnten und empfohlenen LEiweibfillungsmethoden gewonnenen 


Werte von Reststickstoff verglichen. 
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Zur Bestimmung des Reststickstoffs gebrauchte ich die Pregl- 
sche (10) Einrichtung. Das mit reiner Schwefelsiure zerstérte Unter- 
suchungsmaterial iiberdestillierte ich mittels HeiBwasserdampf, das 
Ammoniak wurde in 70n Schwefelsiure aufgefangen, bei der Ti- 
trierung wurde als Indikator Methylrot angewendet. Abweichend von 
der Originalvorschrift habe ich den Indikator nicht in Natronlauge 
enthaltendem Wasser, sondern nach der Vorschrift von Palitsch (11) 
in 60proz. Alkohol gelést. Bei solcher Einrichtung ist die geringe 
Abweichung von einem Tropfen schon erkennbar, was in Stickstoffwert 
einer Abweichung von 0,01 mg entspricht. Um die Wiagungsfehler 
auszuschlieBen, vergréBerte ich die Menge des Ausgangsstoffes so, daB 
ich 10cem Blut in gewiinschter Verdiinnung aufarbeitete. Ich ver- 
anstaltete meine Untersuchungen mit den heute am meisten anerkannten 
BluteiweiBfallungsmitteln, mit der durch Greenwald empfohlenen Tri- 
chloressigsiure, mit Phosphormolybdiansiure, in schwefelsaurem Medium 
nach Bang, nach der Beschreibung Hahns und Kootz’ mit Phosphor- 
wolframsiure, nach Folin und Denis mit Metaphosphorsiiure und 
endlich mit Uranacetat. Ich habe auch die Sulfosalicylsiure und die 
Kochfallung ausprobiert, aber, wie oben erwihnt, habe ich auf diese 
Weise zwei- bis dreifachen Stickstoffwert erhalten als mit anderen 
Fallungsmethoden. Darum gab ich auch die weiteren Untersuchungen 
auf. Diese Erfahrung rechtfertigen auch O. Folin und W. Denis (3). 
In ihrer Abhandlung bezeichnen sie die EiweiBfaillung durch Erwirmen 
unbrauchbar, da nach \stiindigem Erwirmen am Wasserbade der 
Reststickstoffwert sich auf das Zweifache des Normalwertes erhdéht. 
Die Ursache der Steigerung des Reststickstoffwertes ist bei der Fallung 
durch Kochen in der Spaltung des Eiwei®molekiils, bei der Sulfo- 
salicylfallung in der Eiwei®lésungsfahigkeit der Sulfosalicylsiure zu 
suchen. Die mit den besprochenen Eiweiffaillungsmethoden gewonnenen 
Filtrate waren kristallrein, nur das mit Uranacetat erreichte Filtrat 
war zuerst nicht eiweiBfrei und rein; naimlich bei der Einiibung der 
Methodik hat die zuerst gebrauchte Uranacetatlésung das Eiweib 
nicht in der vorgeschriebenen Konzentration gefallt, obzwar eine Ver- 
unreinigung nicht nachweisbar war. Ebenso verhielt sich auch die 
nachher gekaufte, aus ,,chemisch reinem‘ Uranacetat hergestellte 
Lésung. Ich bemerke hier, daB beide Uranacetate lingere Zeit auf 
Lager waren. Aus dem zuletzt gekauften Uranacetat verfertigte Lésung 
entsprach schon ginzlich der Anforderung. Ich fand in der Literatur 
keine Erklarung dariiber, was das eigenartige Verhalten des Uran- 
acetats verursacht hat. 

Die vergleichenden Untersuchungen habe ich mit von der Schlacht- 
anst-It verschafftem Pferdeblute gemacht, die Gerinnung des Blutes 
habe ich mit Zufiigung von Natriumoxalat verhindert. Nach meinen 
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vergleichenden Untersuchungen mit Pferdeblut habe ich auch zwei 
Bestimmungsserien mit Menschenblut ausgefiihrt, um zu beweisen, 
daB die Folgerungen auch auf Menschenblut giiltig sind. Die in den 
Tabellen aufgezeichneten Werte sind die miteinander bis zu 0,01 mg 
iibereinstimmenden Parallelbestimmungen. Die in den Tabellen ver- 
zeichneten Ziffern geben den Reststickstoffwert von 100 ccm Blut 
in Milligrammen an. 








In der Tabelle I ist die Verschiedenheit der Reststickstoffwerte auf- 
fallend, die in demselben Blute bei Anwendung verschiedener Fallungs- 
mittel zu beobachten sind. Es wurde unzweifelhaft festgesetzt, daB die 
Fallungsmittel sich gegen die einzelnen Reststickstoffkomponenten ver- 
schieden verhalten. Die Ursache der Verschiedenheiten zu erforschen, 
gehért in den Rahmen dieser Arbeit. Die Tatsache, daB die Quantitaét der 
gebrauchten Fallungsmittel die Quantitat des Reststickstoffes verandert, 
haben auch andere Autoren beobachtet: so findet R. Philipp (12), wahrend 
er die Brauchbarkeit verschiedener Fallungsmittel untersuchte, da8 die 
nach Phosphormolybdanséure Fallung gewonnenen Werte niedriger sind, 
als die mit Uranacetat gewonnenen. Er beobachtete aber auch Ausnahmen 
von dieser Regel, wobei die beiden Werte beinahe gleich waren. B. Sjollema 
und O. W.G. Hetterschy (7) vergleichen die Trichloressigsiure-, Meta- 
phosphorsaure- und Phosphormolybdansaure-Fallungsmethoden miteinander 
und finden den Reststickstoffwert am héchsten bei dem Gebrauch von 
Trichloressigsaure, den niedrigsten Wert bei Phosphormolybdansaure. 
Aus ihren Angaben ist festzustellen, daB die Unterschiede nicht immer 
gleich groB sind: sie geben Werte an, bei welchen der Wert des Rest- 
stickstoffes nach Phosphormolybdanfallung die Halfte des nach trichlor- 
essigsaurer Fallung erhaltenen Wertes ausmacht; ein anderes Mal finden 
sie eine Abweichung von nur 0,01mg. Den Grund der Abweichungen 


Tabelle I. 

eee Fallung mit 

|| Trichloressige Phosphor | | Phosphor» | Metaphosphors 

| “siure molyodansiure ere | wolframsiiure | piure aes 

Pferdeblut. 

1. 20,20 | 26,08 | 19,85 | 15,69 | 39,22 
2. 20,53 1828 os | 1133 | 2423 
3. || 2402 =| 1109 13,36 936 | 42,30 

| ° | | (iillen) 
4, || 7,31 29,41 24.80 22,75 23,53 
5. || 27,45 =| 31,57 15,36 | 114 42.75 
6. | 30,18 27,10 11,63 | 15,11] 16,84 

H (Fiillen) 
fi 34,90 | 28,43 22,91 21,96 35,29 
8. 38,24 | 31,37 30,24 24.31 26,08 
9. 56,47 | 40,00 36,62 35,61 f 

| (Schwaches Tier) 
Menschenblut. 
1) 2510 | 2196 | 7 | 27,92 31,84 
| Vitium 54 J. 
2. | 6 i OM 4) ee i ome 49,92 
| Glomerulos 


nephritis 18 J. 
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miissen wir nicht in der Wirkung suchen, die das Fallungsmittel auf das 
Eiwei8 ausiibt, da ja die Bluteiwei8quantitat nur eine sehr geringe Ab- 
anderung erleidet, und so kénnen wir das Verhiltnis der Eiwei8quantitat 
und der Konzentration des Fallungsmittels als stabil nehmen. Wire dagegen 
der Reststickstoffwert durch den aus Spaltung des EiweiSmolekiils her- 
riihrenden Stickstoff vergréBert, so wiirde die so verursachte Abweichung 
bestandig bleiben. 

Dasselbe sehen wir in der angegebenen Tabelle, die mitgeteilten Werte 
zeigen keine RegelmaBigkeit. Zwischen die nach der metaphosphorsauren 
und phosphormolybdansauren Fiallung erhaltenen Werte fallen in abwechs- 
lungsreicher Reihenfolge die iibrigen Zahlen, in kleineren oder gréSeren 
Abweichungen voneinander. Den Mittelwert nimmt die durch amerikanische 
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Abb. 1. 


Autoren so selir gelobte Trichloressigsiure an. Die auf Grund der vergleichen- 
den Untersuchungen von M. Richter Quittner und H. Hoenlinger (13) 
erhaltenen Stickstoffwerte entsprechen total den mit Ultrafiltration ge- 
wonnenen Werten. Die letztere EnteiweiSungsmethode kann coral 
ideal genannt werden, da sie den kolloidchemischen Zustand des EiweiB- 
molekiils unverindert la8t. Wenn diese Werte mit dem Fallungswerte der 
Trichloressigsdure tibereinstimmen, so kénnen wir gewi8 die letztere als 
Standardmethode betrachten. In der unten stehenden Tabelle habe ich 
eben darum auf den trichloressigsauren Wert als auf eine Standardmethode 
beziigliche Abweichungen ersichtlich gemacht. 


Tabelle II. 


Eine unerlaBliche Bedingung der Bestimmung des Reststickstoffs ist 
es, daB das Blut in seiner Gerinnung verhindert werde. Ich hielt es auch 
fiir notwendig, auf die Wirkung der die Blutgerinnung hemmenden Salze niher 
einzugehen. Bei diesen Untersuchungen bin ich so vorgegangen, daB ich 
von demselien Tier in mehreren GeféaBen Blut aufgefangen habe, das eine 
hatte ich defibriniert, zum zweiten gab ich Natriumoxalat und zu dem dritten 
Natriumcitrat und in dem auf solche Weise fliissig gehaltenen Blute habe 
ich die Reststickstoffquantitaét mittels Trichloressigsiure und Phosphor- 
molybdansaurefaillung bestimmt. 
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Tabelle III. 





Fallung mit Trichloressigsaure Fallung mit Phosphormolybdansaure 


Zur vorherigen Behandlung des Blutes wurde verwendet: 


|| NasOxalat Na-Citrat Defibr. Na-Oxalat Na-Citrat Defibr. 
Hundeblut. 
2 19.15 22,57 23,32 20,67 25,03 26,74 
2. 24,30 25,98 27,45 | 25.72 |: 38:24 29,17 
3. 25,25 27,05 28,71 25,74 27,94 | 29,04 
4. 29,25 30,06 28,71 | —_ -— — 
Schafblut. 
1. 44.78 36,99 52,36 47,61 55,96 51,41 
2. 27,36 26,28 24.84 28,45 23,04 26,64 
3. 28.45 18,36 25,74 25,74 20,34 24,12 
4. 30,78 31,14 31,50 28,26 (53,28) (66,60) 
5. 38,70 — 41,58 (79,74) oo (192,52) 
Schweineblut. 
1. 25,31 29.02 | 33,38 25,79 27,69 29,02 
2. 25,79 29,59 33,19 28,72 29,78 33,38 
3. 27,88 29,59 33,19 | 25,22 27,83 29,78 
4. || 26,64 — 33,93 | 31,41 — | 46,26 
Rindsblut. 
‘9 25,74 27,54 27,90 26,46 25,74 26,10 
2. 23,40 2484 | 26,65 22,32 23,40 21,24 
3. 25,20 26,64 32,04 28,04 25,74 | 28,44 
4. 19,80 — 23,58 | 23.58 o 28.54 
5. 40,50 vo - 39,60 — — 
Pferdeblut. 
1, 40,32 41,22 42,30 45,90 4266 | 45,00 
2. 39,60 39,06 42.66 36,36 38,70 | 34,20 
3. 43,36 41,56 37,98 39,88 | 32,58 | 38,70 
4, — — 38,34 — -— 36,36 
5 — —_ 38,34 | — | a 36,60 


Bei den Werten, die sich in Klammern befinden, wurde das EiweiB8 
durch die Phosphormolybdinsaure nicht gianzlich gefallt. 


Da der zur Fallung gebrauchte Stoff derselbe blieb, so sind die beob- 
achteten Abweichungen bei den einzelnen Versuchen blo8 mit den zur Ver- 
meidung der Gerinnung angewandten Mitteln im Zusammenhange. Hunde- 
blut hat, mit Trichloressigsiure gefallt, in jedem Falle einen kleineren Rest- 
stickstoffwert gegeben, als nach Fallung mit Phosphormolybdansaure, 
obwohl nach den Untersuchungen von Sjoll2ma und Hetterschy (7) gerade 
das Gegenteil zu erwarten ware. Andererseits ist der Reststickstoff des 
Natriumoxalatblutes immer kleiner als der des defibrinierten Blutcs. Der 
Stickstoffwert des Natriumcitratblutes zeigt abweichendes Verhalten. Das 
Verhalten des defibrinierten Blutes kénnte man darauf zuriickfiihren, daB 
das Fibrin wahrend der Ausscheidung Wasser bindet und so das Blut 
dichter wird, aber dem folgt noch nicht notwendigerweise das Zunehmen 
des Reststickstoffs, da die in Betracht kommenden, in Wasser gut léslichen 
Stoffe von dem entstehenden Gel gebunden werden kénnen. So miiBten 
wir im Gegenteil kleinere Werte bekommen; jedoch ist der Reststickstoff- 
wert immer im defibrinierten Blute am gr6éBten bei Anwendung jedweder 
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Fallungsmethode. Wir kénnen auch daran denken, daB bei dem Umriihren 
aus den zerfallenden Zellen Fermente frei werden, die dort eine proteo- 
lytische Wirkung austiben. Dagegen spricht aber scheinbar der Umstand, 
da8 das Hundeblut — welches ich sofort nach der Blutentnahme aufarbeitete 
— auch eine ausgesprochene Erhéhung des Reststickstoffwertes zeigt 
nach der Defibrinierung; hingegen gab das Pferdeblut, das von der Schlacht- 
anstalt gebracht wurde und so lingere Zeit stand, gerade im Gegenteil 
kleinere Werte. Es kann demnach eine Fermentwirkung nicht in Betracht 
gezogen werden, es ist eher an die allgemeinen, von der Rasse und dem 
Ernahrungszustande abhangigen Unterschiede des Blutes zu denken, um so 
mehr, da doch gewohnlich nicht in voller Kraft stehende Pferde geschlachtet 
werden. 


Zusammenfassung. 


Ich gebrauchte bei meinen Untersuchungen zur Bestimmung des 
Reststickstoffs im Blute die Preglsche Einrichtung. Die Eiweif- 
bestandteile des Blutes habe ich mit Hilfe verschiedener Fillungs- 
methoden entfernt. Ich habe die Wirkung der Trichloressigsiure, 
Phosphormolybdansaure, des Uranacetats, der Phosphorwolframsiure 
und Metaphosphorsaure untersucht. Ein gesetzmaBiger Zusammenhang 
zwischen der Quantitat des Fallungsmittels und den Schwankungen 
des Reststickstoffs konnte nicht festgestellt werden. Die gréBten 
Unterschiede zeigt die Metaphosphorsiure, die bestindigsten Werte 
und die kleinste Schwankungsbreite ergeben sich bei der Anwendung 
der Trichloressigsiure. Die tibrigen Fallungsmittel stehen hinsichtlich 
ihrer Fallungswerte zwischen diesen beiden. Es scheint, daB bei den 
Schwankungen des Reststickstoffwertes nicht nur die Natur des Fallungs- 
mittels, sondern auch die eigene Zusammensetzung des Blutes in Be- 
tracht gezogen werden muB. 


Literatur. 


1) Greenwald, Journ. of biol Chem. 21, 61, 1915. — 2) O. Folin und 
W. Denis, ebendaselbst 11, 527, 1912. — 3) Dieselben, ebendaselbst 26, 
491, 1916. — 4) Grigaut, Robert Wodon, Berichte tiber die gesamte Physiol. 
14, 40, 1922. — 5) A. Hahn und E. Kootz, diese Zeitschr. 105, 220, 1920. — 
6) I. Bang, Methoden zur Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile, 8. 6. 
Wiesbaden, Bergmann, 1916. — 7) B. Sjollema und C. W.G. Hetterschy, 
Biol. Zeitschr. 84, 371, 1917. — 8) Fischer, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 102, 266, 1918. — 9) Ludwig Gézony, Orvosi Hetilap 62, 
528, 1918. — 10) F. Pregl, Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden 5, 
1344, 1912. — 11) Michaelis, zitiert nach Palitzsch, Prakt. d. physikal. 
Chem., 8S. 26. — 12) R. Philipp, Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 494, 1913. 
— 13) M. Richter Quittner und Hoenlinger, Wien. klin. Wochenschr. 34, 
24, 1921. 
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Beitrige zur Kenntnis der Amylase in Pflanzen. III. 


Von 
Knut Sjoberg. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Eingegangen am 26. August 1923.) 


In einer vorhergehenden Mitteilung?) habe ich die Amylasewirkung 
einer Reihe Gewachse besprochen. Die GréBe der Amylasewirkung 
wahrend verschiedener Entwicklungsstadien der Knospen und Blatter 
war untersucht worden. In der Untersuchung kamen hauptsichlich 
Blatter von Baiumen, die viel Starke abspeicheln, zur Anwendung. 
Eine Ausnahme machten die Nadelbiume, welche nach Stalfeldt?) nur 
wenig Stirke bilden, sondern ihren Uberschu8 von Kohlehydraten in 
eine glucosidahnliche Verbindung iiberfiihren. Die GréSe der Amylase- 
wirkung in SchéBlingen von diesen Baumen unterscheidet sich auch 
von derjenigen in anderen untersuchten Gewichsen. In den erst- 
genannten ist die Amylasewirkung so klein, daB sie nicht nachzuweisen 
ist, wird aber in alteren Zweigen gréBer. 

Um eventuell einen hiermit analogen Fall zu finden, ist in dieser 
Untersuchung die Amylasebildung in einem anderen, ziemlich stirke- 
freien Gewachs bestimmt worden. Hierzu wurde Tulipa gewahlt. 

Bei der Bestimmung der Amylasewirkung wurde ganz dhnlich, 
wie in voriger Mitteilung beschrieben ist, verfahren. Folgende Mengen 
wurden genommen: 


2proz. Starkelésung .. . - +» 2000m 
5proz. Phosphatlésung, py — 5,5 see ae 
Enzympriparat und Wasser .. . bis 50 ,, 


Hiervon wurden fiir die Zuckerbestimmung nach Bertrand 5 ccm 
genommen. Temperatur 40°C. In den Tabellen sind die Werte von 
S/*) angegeben. Die Zeit ist jedoch in Stunden berechnet. In Beilagen 
nach dem Text sind die Werte der Reaktionskonstanten zu finden. 


1) Sjéberg, diese Zeitschr. 188, 218, 1922. 
*) Stalfeldt, Meddel. f. Statens Skogsférséksanstalt 18, 242, 1921. 
3) Kuler u. Svanberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 110, 99, 1920. 
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Die Tulpen wurden teils im Dunkel, teils im Lichte kultiviert. 
Im ersten Falle lagern sie keine Starke an, im zweiten Falle konnten 
durch die Sachssche Jodprobe, stets aber nur in sehr kleinen Mengen, 
Starkekérner beobachtet werden. In den Tabellen I und II ist auBer 
dem Werte von Sf auch die GréBe der Blatter angegeben, um einen 











Tabelle I. 
Lichtpflanzen (Beilagen 1 bis 22). 
GréBe der 1, Blatt 2. Blatt 3. Blatt Blite 
ganzen 
Pflanze Grobe M Grobe z Grobe a Grobe . 
S/ St Si Sf 
cm cm cm cm cm 
50 < Sf — 0,215 > 
65 << Sf — 0,056 > 
8,5 8 0,138 . — 4 0.386 2 0,551 
9,0 6 0,034 4.5 0,045 2 0.136 
10 9 0,075 _ 5 0,131 
10 10 0,036 | 8 0,030 7 0,040 3 0,102 
11 lias . ae 0,022 - oe 3 0,025 
14 13 0,036 | 11 0,049 8 0,096 35 0,121 
z > 18 15 0,017 || 15 0,014 —— — _- 
’ 
a Tabelle II. 
4 Dunkelpflanzen (Beilagen 23 bis 38). 
GroBe der 1. Blatt 2. Blatt : ae 3. Blatt | Stiel Blite 
sanzen ——__—— | 
? Pflanze = GroBe st || Grifie id GrbBe 5 Grote sf GrbBe a 
: cm cm cm cm cm cm 
1] 10 | 0,021 — | — 6 0,017; — -—— 3 0,040 
i 14 — — 12. | 0,077 8 0103; — - 3 0,094 
15 12 0041 — — 456 0025 - - 3,5 0,043 
16 — 8 0,060 55 0,047 ll 0.017 35 0,016 


18 12 | 0,072 — 7,5 0085 WU 0047 — 


Begriff iiber die Variation der Amylasemenge mit dem Entwicklungs- 
stadium zu liefern. Auch hier findet man, dab die Enzymmenge sehr 
variiert, und da8 sie in den jungen Pflanzenteilen gréBer ist als in den 
ilteren. Natiirlich sind nicht einige Ausnabmen ausgeschlossen, denn 
wenn man mit lebendem Material zu tun hat, kénnen leicht einzelne 
Individuen sich von den meisten scheiden. Auch in den Kelchbliattern, 
in denen keine Stiirke zu finden ist, gibt es ziemlich groBe Amylase- 
wirkung. Wenn man die Licht- und Dunkelpflanzen miteinander 
vergleicht, ist keine gréBere Verschiedenheit der Enzymwirkung zu 
finden. Die Amylasebildung scheint also unabhingig von den Licht- 
verhaltnissen dieselbe GréBenordnung zu erreichen. 

Da also diese im groBen stirkefreien Gewiachse doch eine deutliche 
Amylasewirkung aufweisen, wurde auch ein anderer_ starkearmer 
Gewiachsteil untersucht, nimlich die Wurzel von Pisum sativum. In 
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der vorher erwahnten Mitteilung habe ich einige Phaseolusarten unter- 
sucht, und zwar auch die Wurzeln. Dabei wurde gefunden, da die 
Wurzeln sehr kleiner Pflanzen kleine Amylasewirkung aufzeigten, 
diejenigen alterer Pflanzen dagegen keine. Es schien doch nicht un- 
berechtigt, dies Verhiltnis auch bei einer anderen Pflanze zu unter- 
suchen. Hier unten sind die Ergebnisse mit Pisum sativum angegeben. 
Nicht nur die Wurzeln, sondern im Vergleich auch die anderen Pflanzen- 
teile wurden untersucht. 
Tabelle IIT. 





Sf Beilagen 


5 Pflanzen 7—8em lang 


a Sa ea Ar 0,83 39 
cs SS ai aE a 111 40 
Kotyledonen . Bee 0,048 41 
Wilton: 66 Se 0,19 42 
2 Pflanzen 12cm lang 
Knospen und Stiele . . 1,69 43 
Wem sie a 0,22 44 


Diese beiden Versuche zeigen, da in so kleinen Pflanzen auch in 
den Wurzeln Amylase zu finden ist. Die Gréfe der Amylasewirkung 
ist indessen in den unterirdischen Teilen viel kleiner als in den Teilen 
tiber der Erde. 

Der Umstand, daB die Amylasewirkung in keimenden Samen 
und in den zarten Pflanzenteilen, wo eine groBe Zellbildung stattfindet, 
am gréBten ist, kénnte vielleicht dahin deuten, daB die Amylase hier 
auch eine synthetisierende Aufgabe hat. In diesen Entwicklungs- 
perioden gibt es indessen nur sehr wenig neugebildete Starke, welches 
einer solechen Annahme widerspricht, wenn man nicht annimmt, da 
das Enzym eine andere Substanz aufbaut, als es hydrolysiert. Bei 
den Pflanzen werden wihrend der ersten Entwicklungsstufen haupt- 
sichlich die Zellwainde angelagert, und diese sind aus Cellobiose ge- 
bildet. Was eine fermentative Synthese der Kohlehydrate betrifft, 
so ist es freilich noch nicht gelungen, Stirke aus ihren Spaltungs- 
produkten mittels Amylase zuriickzubilden. Dagegen hat man Di- 
saccharide durch enzymatische Synthese gewonnen. So haben Bour- 
quelot und seine Mitarbeiter Gentiobiose!), Cellobiose?) und Galakto- 
biosen*) synthetisiert. 

In diesem Zusammenhang ist zu erwiihnen, daB auch die Bildung 
anderer Enzyme wihrend der Keimung der Samen in derselben Weise 


1, Bourquelot u. Bridel, C. r. 165, 728, 1917 und 168, 253, 1919. 
2) Dieselben, C. r. 168, 1016, 1919. 
5) Bourquelot u. Aubry, C. r. 164, 443 und 521, 1917. 
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wie die Bildung der Amylase fortschreitet. Bach und Oparin') haben 
die Fermentbildung bei der Keimung von Weizen- und Sonnenblumen- 
samen verfolgt. Die untersuchten Enzyme sind Katalase, Peroxydase, 
Oxygenase, Diastase und 
wahrend der Keimung ein Maximum, das fiir die Katalase des Weizens 
am dritten bis vierten Tage, bei den iibrigen Fermenten am sechsten 
bis achten Tage der Keimung liegt. 
wirkung in dieser Entwicklungsstufe scheint also eine allgemeine Er- 


Proteasen. Der Fermentgehalt passiert 


Das groBe Ansteigen der Enzym- 


scheinung zu sein. 


Berichtigung. 


In der ersten Mitteilung, ,,Beitriige zur Kenntnis der Amylase 
in Pflanzen‘‘, diese Zeitschr. 133, 218, 1922, steht auf S. 234, Tabelle VII. 
dritte Kolumne, ,,Endosperme*, soll sein ,,Embryo‘. 


Beilagen. 








Praparat 


mg 
Maltose 


Versuchsrethe 1. 
Tulipa, Lichtpflanzen. 


0,245 g. 
Trockengew 
22.8 Proz. 


0,500 g. 


Trockengew. 


27,5. 


0,300 g. 


Trockengew. 


16,9. 
0,0885 g. 


Trockengew. 


19,0. 
0,080 g. 


Trockengew. 


17,0. 
0,678 g. 


Trockengew. 


42,9. 
0,510 g. 


' Trockengew. 


21,7. 
0,304 g. 


Trockengew. 


21,8. 


1) Bach u. Oparin. diese Zeitschr, 1384, 183, 1922. 


10 
- 26 


24 
47 


18,5 


67 


18,5 
67 


67 


22 
47 


22 
34,9) 


47 


24 
47 


18,5 


33.5 


4) 0,024 0,215 
40,4 0,024 


0,024 
0,012 
0,017 
0,015 
0,011 
0,017 
0,014 
0,010 0,386 
0,015 
0,013 
8 0,015 


26,1 
43,5 


0,056 


19,8 
49,1 


0,138 


0,551 


0,015 
0,020 0,034 
0,019 
0,020 
0,010 0,045 
0.010 
0,010 
0,018 0,136 
43,5 0,017 

| 0,018 


33,5 
46,0 


21,2. 





Praparat 


0,500 g 
Trockengew. 
16,0. 


0,072 g. 
Trockengew. 
18,0. 


0,600 g. 
Trockengew. 
17,8. 


0,200 g. 
Trockengew. 
19,4. 


0,200 g. 
Trockengew. 
19,3. 


0,200 g. 
Trockengew. 
28,4. 


0,500 g. 
Trockengew. 
18,8. 


Stunden 


-*)a 


mg 
Maltose 


19,8 0,010 0.075 
40.4 0.014 
45.9 0,013 


0,012 
6,7 0,0029 0,131 
16,6 0,0036 
23,0 0,0036 
0,0034 
16,6 0,0071 0,036 
30,2 0,0080 
0,0076 
4,4 0,0019 0,030 
12,5 0,0026 
16,6 0,0024 
0,0023 
8,0 0,0031 0,040 
14,4 0,0030 
21,6 0,0032 
0,0031 
23,9 0,0109 0,102 
37,5 0,0122 
0.0116 
10,7 0,0043 0,022 
18,9 0,0041 
0,0042 


52,8. 
19* 
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5 Praparat : #5 k Sf 3 | Praparat i : Ee h Sf 
a = F = 
16 0,300 g. 23 7,5 0,0029 0,025 | 29 0,500 g. 45 26,1 0,00660,041 
Trockengew. 95 23,0 0,0026 Trockengew. 70 38,1 0,0079 
18,9. 0,0028 14,7. 0,0073 
17 0,700 g. 48 30,7 0,0079 0,036 130 0,300 g. 21 7,1 0,00300,025 
‘Trockengew. 72 38,5 0,0079 frockengew. 45 11,6 0,0026 
15,7. 0,0079 17,0. 70 16,6 0,0023 
18 0,600 g. 48 32,8 0,0088 0,049 0,0026 
Trockengew. 72 40,8 0,0089 310,350 g. 22 =: 13,60,0059/0,043 
15,1. 0,0089 Trockengew. 45 19,8 0,0045 
19 0,200 g. 48 30,7.0,00790,096]  '%°. 10 | 25,3 (0,040 
‘Trockengew. 72 38,5 '0,0079 0,0048 
20,6. 0.0079 32 0,500 g. 23 = 23,5:0.011 (0,060 
Trockengew. 47 (39,5 0,013 
20 0,160 g. 48 35,5.0,010 0,121 19,9. Me BE a) 
Troc 72 45,6 
“es ae 2 45,5 aT 0.012 | 
, O11 33) 0,235 g. 23 12,1 /0,0049/0,047 
21 0,700 g. 24.5 6,2/0,0022 0,017 Trockengew. 47 23,9 0,0056) 
Trockengew. 49 13,0 0,0025 25,5. 70 33,9 '0,0064 
10,5. 0,0024 0,056. 
22 0,600 g. 23 6,2. 0,0023 0,014 [34 0,600 g. 23 10,7 0,0043/0,017 
Trockengew 71 17,1/0,0024 Trockengew. 47 18,0 /0,0038) 
13,3. 95 21,2 0,0023 19,1. 70 (24,4 0,0038) 
'0,0023 0,0040) 
35 0,700 g. 23 12,5 0,0051|0,016 
Versuchsrethe 2. Trockengew. 47 | 19,4/0,0042) 
Tulipa, Dunkelpflanzen. 20,6. 70 27,0'0,0044! 
93 0,406 g. 20 | 10,8/0,0059 0,021 0,0046) 
Trockengew. 46 26,1 0,0064 36 | 0,600 g. 19,5 16,6 0,0084|0,072 
32,9. 0.0057 Trockengew. 46 32,5 0,0090) 
24 0,241 20 5300,00230017) 1 vpoed 
~ 2 g- ’ ’ ’ ‘ © »% | 
Trockengew. 46 | 8,0/0,0015 37 0,212 8: 19,5, 9,8 0,0045'0,085 
21,9. 69 11,6 0,0016 l'rockengew. 46 22.5 .0,0052 
0,0018 — (0,0049 
25 0,184 g. 20 6,6 0,0029 0,040 [38 0,370 g. 19,5) 7,1 /0,0032 0,047 
Trockengew. 47 13.9 0,0028 Frockengow, 46 15,3 0,0032 
18,2. 70 16,2 0,0023 9,20. 0,0032 
0,0027 
: Versuchsreihe 3. 
26 0,600 g. 22,5 24.8 0,012 0,077 Pisum sativum. 
yeaah (le mal 39 0,050 g. 2 | 350,015 0,83 
6% 0,014 Trockengew. 7 9,8 0,013 
27 | 0,280 g. 22.5 14,8 0,0063 0,103 20,6. 22 35,3 0,022 
Trockengew. 70 | 29,3 0,0050 0,017 
9,91, 0,0057 40 0,500 g. 2 '20,3 0,105 (1,11 
28 | 0,280 g. 22 20,70,010 0,094 Trockengew. | 3 25,7 0,091 
Trockengew. 46 43,5 (0,011 8,45. 7 (39,5 0,085 
20,9. 0,011 0,094 
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Nr. 


41 


42 


Praparat 


0,500 g. 


Trockengew. 


31,2. 


0,200 g. 


Trockengew. 


17,0. 


bh 


to 


Stunden 


os 


N ni p90 


nor 


) 


mr Or 


oo 


Ine 


Maltose 


11,6, 0,014 0,048 
29.7 0,016 
0,015 


0,015 0,191 
0,010 
0,015 


0,013 


4,4 
8.5 
28,8 





, Praparat 


0,480 g. 


Trockengew. 


8,61. 


0,255 g. 


‘Trockengew. 


16,0. 


Stunden 


23 


~ 


7 
23 


P 


Maltose 


40.8 


53,7 


344 
53,7 


5) 21,2; 0,11 


0,16 


0,14 


13,9 0,016 
b 


0,020 


0,018 


os 


1,69 


0,22 
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Kine neue titrimetrische Bestimmungsmethode der Ameisensiure. 


(Notiz zur gleichnamigen Arbeit von Utkin-Ljubowzoff 
in Bd. 138, 8. 205 dieser Zeitschrift.) 


Von 
Otto Riesser. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitit Greifswald.) 


(Eingegangen am 27. August 1923.) 


Unter obigem Titel veréffentlicht Utkin-Ljubowzoff ein Verfahren, 
um das bei der Ameisensiurebestimmung nach Skala durch Reduktion 
des Sublimats erhaltene Kalomel titrimetrisch, und zwar auf jodo- 
metrischem Wege, zu bestimmen. Es ist dem Verfasser entgangen, 
da dieses Verfahren schon vor 7 Jahren von mir ausfiihrlich be- 
schrieben und begriindet worden ist!). Ich fiihre das Versehen des 
russischen Autors darauf zuriick, daB in RuBland die deutsche Literatur, 
insbesondere der Kriegsjahre, wohl auch heute noch nicht vollstandig 
verfiigbar ist. Die Methode ist iibrigens auch nach dem Kriege, und 
zwar im Jahre 1920, von W. Stepp”) mit bestem Erfolg angewandt 
worden. 

Zur Technik des Verfahrens bemerke ich noch folgendes. Im 
allgemeinen ist es nicht nétig, den Kalomelniederschlag abzufiltrieren, 
man kann ihn vielmehr in der von mir angegebenen Weise direkt im 
Reduktionsgemisch mit Jod und Jodkali behandeln. Weiterhin mache 
ich darauf aufmerksam, daB die Reaktion auch bei neutraler Reaktion 
glatt verliuft, so daB sich der von mir zuerst empfohlene Zusatz von 
HCl eriitbrigt. Hierauf hat schon W. Stepp (a. a. O.) auf Grund einer 
miindlichen Mitteilung von mir hingewiesen. Es ist sogar besser, die 
Salzsiure zu vermeiden. In der Tat besteht bei einem UberschuB 
von KJ, d. h. wenn mehr angewandt wird, als zur Lésung des zuerst 
gebildeten HgJ, zum Doppelsalz gerade erforderlich ist, die Gefahr, 
daB sich aus KJ und der starken Siure selbst bei reinsten Reagenzien 
ein wenig freies Jod bildet, das die Ergebnisse des empfindlichen 


1) O. Riesser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 355, 1916. 
2) W. Stepp und H. Zumbusch, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 184, 112, 1920. 
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Verfahrens verderben kann. Diese Gefahr wird durch Weglassen der 
Salzsiure ganz vermieden. 

Ich benutze gern die Gelegenheit, um auf die Vorteile der sehr 
bequemen und exakten Methode erneut hinzuweisen, zumal ich erst 
kiirzlich in einer amerikanischen Arbeit das Bedauern dariiber aus- 
gesprochen fand, daf es noch kein Verfahren zur titrimetrischen Be- 
stimmung des Kalomels gebe. Die langjaihrige Unterbrechung der 
internationalen wissenschaftlichen Beziehungen macht sich auch in 
solchen kleineren Fragen, wie in gréBeren, immer wieder geltend und 
laBt die Mahnung berechtigt erscheinen, da® iiberall, auch bei uns 
in Deutschland!, das Studium der ausliindischen Literatur wieder 
griindlicher betrieben werde. 
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Glycerophosphatase in menschlichen Organen. 


Von 
Elemér Forrai. 


(Aus dem Konigl. ungarischen pflanzenbiochemischen Institute Budapest 
und aus dem chemischen Institute der Universitat Szeged.) 


(Eingegangen am 28. August 1923.) 


Unter den Phosphorsiureester spaltenden Enzymen in mensch- 
lichen Organen spielt die Glycerophosphatase eine recht interessante 
Rolle. Die Frage bietet, von verschiedenen Gesichtspunkten aus be- 
trachtet, Interesse. Es ist fraglich, ob die menschlichen Organe, die 
Glycerophosphatase enthalten, in bezug auf dieselbe ein stindiges 
quantitatives Verhalten zeigen, und ob und eventuell wie sich ihr 
Spaltungsvermégen unter pathologischen Verhaltnissen andert. Die 
letzte Frage war eigentlich der Ausgangspunkt der nachstehenden 
Untersuchungen; es zeigte sich jedoch bald, daB die spaltenden Gewebe 
auch sonstige gemeinsame Eigenschaften aufweisen, und so riickte 
nun die Frage in den Vordergrund, ob nicht durch morphologische 
Eigenschaften und Genese eine Gruppe der Organe auch im enzy- 
mologischen Charakter abgegrenzt ist. Das waren die unmittelbaren 
Fragen neben jenen, die bei Enzymuntersuchungen stets auftauchen, 
und welche die optimalen Bedingungen und Spezifizitat der zu unter- 
suchenden Enzymwirkungen betreffen. Im folgenden versuche ich, 
auf Grund eines Teiles meiner Untersuchungen nur einzelne Fragen 
der ersten Gruppe zu beantworten — indem ich es mir vorbehalte, 
auf die zweite Gruppe dann naher einzugehen, wenn die Frage der 
Spezifizitat auf Grund noch unveréffentlichter Untersuchungen an 
verschiedenen Phosphorsiureestern behandelt werden kann. 

Was die pflanzliche Glycerophosphatase betrifft, wurde dieselbe 
zuerst von Neuberg und Karczag!) in Saccharomyceten gefunden; die 
Genannten waren tiberhaupt die ersten, die eine enzymatische Spaltung 
dieses Esters beobachtet haben. Falk und Sigiura?) beobachteten 


1) C. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 60, 1911. 
2) Chem. Centralbl. 1915, I, 1271. 
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spiter ein solches Agens in dem Enzymgemisch der’ Ricinuslipase ; 
die allgemeine Verbreitung der Glycerophosphatase in den Samen- 
organismen wurde dann von Nemec!) konstatiert. 

Die animalische Glycerophosphatase wurde von Grosser und 
Hussler*) in tierischen und menschlichen Organen nachgewiesen. Ge- 
nannte Forscher befaBten sich mit der Frage auf Grund der Befunde 
Hasebroeks*), der im Kloakenschlamm kein Ferment nachweisen konnte, 
welches das Spaltprodukt von Lecithin — die Glycerinphosphorsiure — 
zerlegte; daraus schloB er, da®B dieser Ester durch Fermente nicht 
spaltbar wire. Grosser und Hussler zeigten, daB der Glycerinphosphor- 
sdiureester von den tierischen sowie schwicher von den menschlichen 
Organen enzymatisch gespalten wird; sie zeigten auch, daB nicht 
nur die optisch inaktive, sondern auch die natirliche Glycerinphosphor- 
siure des Lecithins von den wirksamen Organen in gleicher Weise 
abgebaut wird. Grosser und Hussler fanden insbesondere die Niere 
und das Darmepithel wirksam und erklirten daher die Tatsache, dab 
oral oder subkutan einverleibte Glycerinphosphorsiure im Harn als 
anorganische Phosphorsiure erscheint, indem die oral eingefiihrte 
Glycerinphosphorsiure schon im Darme gespalten und dann vom 
Organismus wieder gepaart und schlieBlich, ebenso wie die subkutan 
eingefiihrte, von den Nierenzellen zerlegt wird. Dieselben Forscher 
zeigten auch, daB die Glycerophosphatase mit keinem der bekannten 
Fermente identisch ist. Was die Spezifizitaét der in den menschlichen 
Organen auffindbaren Glycerophosphatase anbelangt, geht dieselbe 
nach meinen — noch unver6ffentlichten — Untersuchungen so weit, 
daB andere Phosphorsiureester von diesem Fermente absolut nicht 
gespalten werden. Die Anwesenheit der Glycerophosphatase im Me- 
conium wurde von Schmidt*) gezeigt. 

Meine Untersuchungen erstreckten sich hauptsichlich auf Leichen- 
organe, die ich in méglichst frischem Zustande von dem zweiten patho- 
logisch-anatomischen Institut der Universitat durch die liebenswiirdige 
Gefilligkeit des Herrn Prof. 2. Krompecher erhielt. Die Organe wurden 
von dem dieselben umgebenden Bindegewebe médglichst befreit, fein 
zerhackt und durch ein Sieb passiert [ Wiechowski5) |, sie wurden jedoch — 
da mir kein Lufttrockenapparat zur Verfiigung stand — auf grobe 
Glasplatten diinn aufgestrichen und iiber einer elektrisch heizbaren 
Platte vorsichtig — so, daB die Temperatur nicht 40°C iiberschritt: — 
getrocknet, was ungefihr 4 bis 5 Stunden in Anspruch nahm. Die 


1) A. Nemec, diese Zeitschr. 98, 94, 1919. 

2) P. Grosser und J. Hussler, ebendaselbst 39, 1, 1912. 

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 12; zitiert nach Grosser und Hussler. 
4) R. Schmidt, diese Zeitschr. 68, 267, 1914. 

5) A. Wiechowski im Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden 8, 282, 1909. 
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derart getrockneten Organe wurden von der Glasplatte abgekratzat 
und im Moérser zu feinem Pulver zerrieben. Bei parenchymatésen 
Organen ging das glatt, bei Organen, die viel kollagenes Material ent- 
hielten, dauerte das Trocknen etwas linger. Die so erhaltenen Organ- 
pulver hielten sich an dunklem Orte in gut verschlossenen Glasern 
monatelang, ohne da®B ihr Spaltungsvermégen eine quantitative Ver- 
iinderung gezeigt hitte. 
Die Methodik der Bestimmungen war die folgende: 


a) Von den Organpulvern wurden 0,5 g abgewogen und mit 100 ccm einer 
4 proz. Natriumglycerophosphatlésung und 2cem Toluol in verkorkten 
Erlenmeyerschen Kolben bei 37°C auf 48 Stunden in den Thermostat 
gestellt. Es wurden stets unter denselben Umstiinden gleichzeitig zwei 
Proben angestellt. 

b) Zur selben Zeit wurden auch zwei andere Proben so eingestellt, 
daB 0,5 g Organpulver mit 50cem destilliertem Wasser bis zum Sieden 
des Wassers aufgekocht wurden, nachher im kalibrierten Kolben das fehlende 
Wasser auf 50 ccm ergiinzt und 50 ccm einer | proz. Na-Glycerophosphat- 
losung und 2 ccm Toluol dazugegeben, verkorkt und ebenfalls auf 4 Stunden 
in den Thermostat gestellt. Diese aufgekochten Proben dienten dazu, um 
zu beweisen, da die eventuelle Spaltung bei den unter a) eingestellten 
Proben enzymatischer Natur war. 

c) In zwei Kolben wurden je 0,5 g Organpulver, 100 ccm destilliertes 
Wasser und 2 ccm Toluol in den Thermostat gestellt, um die Menge der 
eventuell durch Autolyse freiwerdenden Phosphate zu kennen, um dieselben 
von den Resultaten der Versuche a) zu subtrahieren. Zwischen den Proben b) 
und c) zeigte sich kein merklicher Unterschied. 

Zu den Untersuchungen wurde Mercks optisch-inaktives Natrium 
glycerophosphoricum benutzt. Newberg und Karczag') fanden nach 
48 Stunden fast gar keine Spaltung der im Thermostaten gehaltenen | proz. 
Glycerinphosphorséurelésung. | Nemec*) beobachtete, da’ eine 1 proz. 
Na-Glycerophosphatlésung wahrend 48 Stunden im Thermostaten, bei 25°C 
durch Einwirkung der ammoniakalischen Magnesiamixtur eine geringe 
Menge Ammoniummagnesiumphosphat abscheidet. 100 ccm | proz. Lésung 
ergaben 0,0023 g Magnesiumpyrophosphat. Bei meinen Kontrollversuchen 
war die abgespaltene Menge nicht wagbar. 

Nach 48 Stunden wurden die Proben aus dem Thermostaten genommen, 
das EiweiB mit Kochsalz und einigen Tropfen Essigsaure gefallt, im Filtrate 
(meist in 20cem) die Menge der anorganischen Phosphorsiure nach der 
Vorsehrift von Embden-Griesbach und Schmitz*) bestimmt, und zwar in 
zwei parallelen Bestimmungen pro Kolben, um die eventuellen methodischen 
Fehler auszuschlieBen. Die Bestimmung geschah daher in folgender 
Weise: 

«) Zum abgemessenen Filtratanteil (meistens 20 ccm) wurde in der 
Kalte 30 cem Magnesiamixtur gegossen und dann die Lésung mit einem 
reichlichen Uberschu8 von Ammoniak versetzt. Die Fliissigkeit blieb 


1) Neuberg und Karczag, 1. c. 
2) A. Nemec, 1. c. 


3) Embden, Griessbach und Schmitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 98, 1, 1914. 
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gut bedeckt wahrend 24 Stunden in der Kalte stehen und wurde nachher 
der Niederschlag auf ein Filter gebracht. 

8) Am Filter wurde der Niederschlag mit einer 2% proz. Ammoniak- 
lésung einige Male gewaschen, dann in 25 ccm 8proz. HNO, gelést, mit 
lauem destillierten Wasser nachgepriift, mit 20 cem 25proz. HN O,, 20 cem 
34proz. (H,N)NO, und 50cem 3proz. Ammoniummolybdat gemischt 
und 24 Stunden  stehengelassen. Beziiglich der kalten Fiallung mit 
Ammoniummolybdat haben Heubners') genaue Untersuchungen gezeigt, 
daB dieselbe quantitativ erfolgt. 

y) Der beim Verfahren g) sich bildende gelbe Phosphormolybdat- 
niederschlag wurde filtriert, in warmem konzentrierten Ammoniak gelost 
und in dieser Lésung genau nach Schmitz?) gefallt und bestimmt. 

Die Resultate wurden nur dann fiir richtig anerkannt, wenn di 
Differenz zweier Parallelbestimmungen 1,5 mg nicht tiberschritt. 

Die Bedeutung der Glycerinphosphorsiure in der Physiologie ist 
insofern wichtig, da dieselbe ein Spaltungsprodukt der Phosphatide 
ist und den Kern mehrerer Lipoide bildet, deren physiologische Wichtig- 
keit nicht besonders hervorgehoben zu werden braucht. Ihre physi- 
kalisch-chemische Bedeutung im Zellenleben scheint eine entscheidende 
Rolle zu spielen — ,,so als Begrenzungsschicht der Zelle in den osmo- 
tischen Prozessen und im Stoffwechsel derselben. Fiir die Permeabilitit 
und Resistenz der Blutkérperchen und fiir die serologische Himolyse 
sind sie von groBer Bedeutung. Auf die Gerinnung bzw. das Fliissig- 
bleiben des Blutes kénnen sie einen unverkennbaren EinfluB ausiiben, 
und sie stehen auch in naher Beziehung zu gewissen Enzymwirkungen. 
DaB sie fiir die Entwicklung und das Wachstum sehr wichtig sind, 
unterliegt wohl auch keinem Zweifel?)*. 

Die Fragestellung ist eigentlich die folgende: ob die menschlichen 
Organe dieses Spaltungsprodukt der Lipoide in vitro enzymatisch 
weiterspalten oder nicht. Eventuelle positive Resultate geben natiir- 
licherweise nur dem Enzymologen eine Antwort, da es doch zu gewagt 
wire, aus den in den Kolben unter vereinfachten Bedingungen sich 
abspielenden Reaktionen auf Analogien im Organismus schlieben zu 
wollen; aber eine positive Antwort bedeutet immerhin so viel, dal} 
eine Bedingung der Weiterspaltung im Organismus — das Enzym — 
vorhanden ist. 

Bei den Untersuchungen sollte ich erst die Resultate von Grosser 
und Hussler nachpriifen, die ich in jeder Hinsicht bestatigen kann; 
deshalb war die Anstellung der Versuche gréBtenteils die gleiche. Die 
Versuche wurden zum Teil deshalb nicht in gepufferten Loésungen 


1) Wo. Heubner, diese Zeitschr. 64, 400, 1914. 


2) HB. Schmitz, Zeitschr. f. anal. Chem. 2, 512, 1906. 
3) Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. 1922. 
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angestellt, weil ich die optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir 
menschliche Glycerophosphatase nicht kannte und die weitere Ent- 
wicklung der Versuchsergebnisse mir zur Untersuchung der spezifischen 
tigenschaften des Enzyms keine Zeit gab. 

Die auf ihr Spaltungsvermégen gepriiften Organe wurden gréBtenteils 
auch histologisch untersucht und ich fand folgendes: 

1. Niere. Histologisch war auBer der triiben Schwellung nichts 
Pathologisches nachweisbar. 

2. Primarer hepatocellularer Leberkrebs. 

3. Hoden von einem Falle von Paralysis progressiva. Das inter- 
canaliculare Bindegewebe erwies sich bei der histologischen Untersuchung 
als vermehrt und zum Teil hyalin entartet. 

4. Nebenniere. ohne pathologischen Befund. 

5. Herzmuskel, mit triiber Schwellung. 

6. Metastasen eines Magenkarzinoms in der Milz. Mikroskopisch 
erwies es sich als ein Karzinom mit ziemlich undifferenzierten Zellen. 

7. Metastasen eines Zylinderzellenkrebses des Uterus am Omentum. 

8. Normale Schilddriise. 

9. Normales Muskelgewebe (quergestreift) Lleopsoas. 

10. Muskelgewebe einer an Eklampsie gestorbenen Frau (Lleopsvas). 

11. Blutserum eines Gesunden. 

12. Blutserum eines Krebskranken. 

13. Pankreas, normal (Todesursache: Herzschwache). 

14. Thymus eines Neugeborenen (‘Todesursache: Asphyxie). 

15. Amyloidniere. (Todesursache: Lungenphthise, Amyloidose. ) 

16. Milz, normal. 

17. Leber, normal. 

18. Fibromyom eines Uterus. Frisch nach der operativen Entfernung. 

19. Normaler Darm. 

20. Darm ohne Epithel. 

Beziiglich der Entwicklung der untersuchten Organe sei kurz folgendes 
bemerkt. Die Nieren stammen vom nephrogenen Gewebsstrange vom 
Mesoderm. Die Hoden stammen vom Keimepithel ab, welches von der 
Verdickung des der Urniere aufliegenden Coelomepithels gebildet wird, 
daher stammen auch die Miillerschen Gange, durch deren Verschmelzung 
die Gebarmutter entsteht. Der Darm entsteht aus zwei Epithelblattern, 
aus dem Darmdriisenblatt und dem visceralen Mittelblatt, geschieden 
durch das Mesenchym. Das Pankreas entsteht aus der Ausstiilpung des 
Duodenums. Die Leber entsteht aus den vom Duodenum in das ventrale 
Darmgekroése hineinwachsenden Leberschlauchen. Schilddriise und Thymus 
stammen vom Epithe] der Schlundspalten. Bei der Nebenniere entspringt 
die Marksubstanz aus dem Sympathikus, die Rinde vom Coelomepithel. 
Das Herz entwickelt sich aus den mesenchymalen Herzanlagen. Die Anlage 
der Milz entsteht als Verdickung der dorsalen Bursa omentalis-Wand, 
woher sie sich abschniirt. Die quergestreiften Muskel differenzieren sich 
von dem Myotom des Mesoderms. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in zwei Tabellen geordnet. 
Die Tabellen wurden derart zusammengestellt, daB die Organe mesen- 
chymaler Herkunft und Muskel von den epithelialen gesondert wurden. 
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Tabelle I. 


Epitheliale Gewebe. 
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ei ‘ j : Zersetzte 
: Et Zur MgoP,0;¢  MgoP,O;g l nterschied Glycerin: 
aA Untersuchtes Organ Bestimmung a ¢e a bis “e+ |Phosphor 
BS) angewandte ; . umgerechnet gilute 
38 Menge Aktiv Autolyse auf 100 com 
Zs Proz. 
\ Niere 124 00150-00059 ,110 | 42.8 
2 Leberkrebs 15 0,0146 0,0034 0.075 29.18 
3 Hoden 20 eerie 00060 00,0240 9.34 
4 Nebenniere 15 00107 0,037 00469182 
, Milzmetastase eines : 0,0116 ia aes 
6 Magenkrebses 20 00138 60,0042 00425 16,66 
- Metastase eines Ge- é 0,0104 ; ‘ 
' barmutterkrebses . 20 0,0126 Cease 0,0360 14,0) 
scene i By 0,0090 hinsiao , ene 
8 Schilddriise 20 0.0105 0,0027 0.0350 13,72 
puta. : 0,0069 ' 
13 Pancreas . 20 0,0068 0,003 1 0,0175 6.81 
14 Thymus . 20 amen 0,0053 00150 «5,88 
15 Amyloidniere 20 Coley 0.0087 -0,0570 22,19 
¢ 0,0 106 - € wi 
17 Leber 20 0.0115 0.0047 0.0315 12,27 
19 |Darm (mit Epithel). 20 Poser 0.0065 0,1915. 74,54 
Tabelle Il. Mesenchymale Gewebe und Muskel. 
° ; ae Zersetzte 
“ s " a MgoP20;g MgoP2O7¢ || | Cees Glycerin: 
3 | 2s timmun | a bise osphor- 
20 Untersuchtes Organ ps senpadael . umgerechnet “on 4 
52 Menge Aktiv Autolyse | auf 100 ccm 
Zs Proz. 
5 Herzmuskel 20 oon 0,0067 - - 
Muskel (Ileopsoas 0,0056 
° meme... = 0,0058 qaees ig 
10 “liar 20 f.ON82 0.008700 549 
‘ 0,0050 
11 Blutserum (normal) 20 0.0047 0,0044 
Blutserum 0,0046 maith 
12 | (Karzinomfall) 20 0.0048 90088 7 
, , 0,0100 ‘ 
16 Milz . 20 0.0107 0,0084 0,0100 3,89 
Fibromyom der ‘ 0,0052 
18 Cikdsien 20 00049 0,0029 0,0105 4,09 
20 Darm (ohne Epithel) 20 0,009%5 == 9.0031 = 0.0320 «12.45 
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In den vorstehenden Tabellen sind die Resultate Grosser und Husslers 
bestiitigt in der Reihenfolge der Organe, die von denselben untersucht 
wurden, und es wurden die Spaltungszahlen fiir menschliche Organe fest- 
gestellt. AuBerdem wurden noch bisher diesbeziiglich nicht untersuchte 
Organe gepriift, so Organe mit innerer Sekretion, wie Hoden, Nebenniere, 
Schilddriise. Sie zeigten alle eine Spaltung. Von den pathologisch ver- 
anderten Organen wurde eine Amyloidniere untersucht. die, der gesunden 
Niere gegeniibergestellt, eine viel geringere Spaltung zeigt (42,8: 22,19 Proz.). 
Auffallend ist der Unterschied zwischen den Spaltungsvermégen eines 
gesunden Muskels, der absolut die Glycerinphosphorsaure nicht zerlegt, 
und einem Muskel von einem Falle von Eklampsie (5,49 Proz.). In beiden 
Fallen wurden die Ileopsoas untersucht. Da ich nur einen solehen Fall 
untersucht habe, kann ich natiirlicherweise daraus keine Schliisse ziehen, 
ob es sich um eine enzymatische Verinderung der Muskulatur handelt, 
oder ob andere zufiallige Bedingungen zu dem Resultate fiihrten. AuBerdem 
wurden Geschwiilste untersucht, in welchen bisher meines Wissens nach 
keine Glycerophosphatase nachgewiesen wurde. Die Karzinome zeigten 
Spaltungsvermégen. Die sonst keine Glycerophosphatase enthaltende 
Milz, wie z. B. aus den Tabellen ersichtlich ist, zeigt mit einer Magenkarzinom- 
metastase eine Spaltung von 16,66 Proz. Eine Metastase eines Uterus- 
karzinoms zeigt eine Spaltung von 14,01 Proz., wahrend ein Fibromyom 
keine Spaltung aufweist. Ob ein dieses Lipoidspaltprodukt weiterspaltendes 
Enzym nicht allgemein in den Organen der Karzinomkranken zu finden 
ist — ware fraglich. Im Blutserum eines Karzinomkranken konnte es nicht 
nachgewiesen werden. Es ist allerdings fraglich, ob die verschieden gebauten 
Karzinome ein gleiches Verhalten zeigen, und ob das Enzym tiberhaupt 
herausgeschwemmt wird, und wenn ja, ob es nicht in den Organen fest- 
gehalten wird. 


Nach der Durchsicht meiner ersten Resultate — sowie jener von 
Grosser und Hussler — fiel es auf, daB keines der Glycerinphosphorsiiure 
spaltenden Gewebe mesenchymalen Ursprunges ist. Die weiteren Unter- 
suchungen zeigten dasselbe Ergebnis. Ich dachte an die Zellenarmut der 
bindegewebigen Organe, voraussetzend, da®B sich die Enzyme in den Zellen 
befinden; jedoch widerlegte die Untersuchung der Milz diesen Gedanken, 
da das zellenreiche Organ absolut keine Spaltung zeigte, so, daB man 
Kontrollversuche vornehmen konnte. Wie ich es oben bereits betonte, 
spaltete Uteruskarzinom die Glycerinphosphorsaure, Fibromyom nicht; 
die Spaltung von 4,09 Proz. diirfte den Uterusdriisen zugeschrieben werden ; 
die Milz spaltete kaum (3,89 Proz.), Karzinommetastasen in derselben 
zeigten eine 16,66 proz. Spaltung. Im letzten Falle konnte es makroskopisch 
bei der Obduktion nicht entschieden werden, ob es sich um eine epitheliale 
oder bindegewebige Geschwulst handelte. Die chemische Untersuchung 
des Spaltungsvermégens war schneller erledigt, als die Celloidin-Einbettung, 
und auf Grund friiherer Untersuchungen, bei denen die epithelialen 
Gewebe eine Spaltung der Glycerinphosphorséure zeigten, konnte ich auf 
ein Karzinom schlieBen, was durch die darauffolgende histologische Unter- 
suchung bestatigt wurde. Die letzten derartigen Versuche wurden mit 
einem menschlichen Darme vorgenommen (Nr. 19 und 20), deren Resultate 
entscheidend die Rolle des Darmepithels zeigten. Bei der Obduktion wurde 
das Darmepithel mit einem Messer soweit es mdglich war, abgekratzt 
und der so behandelte Darm nach der allgemeinen Methode bearbeitet. 
Der Darm mit dem gréBtenteils fehlenden Epithel .zeigte eine Spaltung 
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von 12,45 Proz., die ich dem zuriickgebliebenen Darmepithel zuschreibe, 
waihrend der Darm mit Epithel 74,54 Proz. der Glycerinphosphorsaure 
spaltete. All diese Untersuchungen, sowie die Resultate von Grusser und 
Hussler zeigen, daB eine Wirkung von Glycerophosphatase in den Organen 
mesenchymalen Ursprungs und der Muskeln kaum merklich nachweisbar 
ist. Es sei bemerkt, daB es sich bei dem untersuchten Epithel nur um 
Driisenepithel handelt. Ob es sich um eine allgemeine Regel handelt, die 
auf eine chemische bzw. enzymologische Differenz der epithelialen und Stiitz- 
und Muskelgewebe zuriickzufiihren wire, oder ob physikalisch-chemische 
Faktoren hier eine Rolle spielen, erhellt aus diesen Untersuchungen nicht. 
Es ist ja méglich, daB die Durcharbeitung zahlreicher, bisher nicht unter- 
suchter Organe zu Resultaten fiihren kann, welche dem widersprechen, 
daB die Gewebe verschiedenen Ursprungs sich enzymologisch so scharf 
abgrenzen lassen. Da die obigen Untersuchungen sich nur auf die Fest- 
stellung des Spaltungsvermégens einiger Organe in ganz bestimmter Kon- 
zentration von Glycerinphosphorsaéure, in nicht gepufferten Loésungen 
erstrecken, ware es entschieden zu weit gegangen — wollte man iiber diese 
Erfahrungen weiter hinaus folgern. Tatsache ist es jedoch, da bei der 
obigen Methode keins der spaltenden Organe mesenchymalen Ursprungs 
war und simtliche epithelialen Gewebe eine Spaltung zeigten; doch ist es 
nicht unmédglich, daB neben den Entwicklungs- und morphologischen 
Differenzen auch enzymologische Unterschiede die Gewebearten charak- 
terisieren. Bei der pflanzlichen Glycerophosphatase konnte Nemec!) wahr- 
nehmen, da®B sich die Zersetzungsfihigkeit je nach der Beschaffenheit 
der chemischen Konstitution der in den Samen enthaltenen Reservestoffe 
verschieden stark auBert, indem die élhaltigen Samen die gréBte, die eiweib- 
fiihrenden eine mittlere und die stirkehaltigen die kleinste glycerophos- 
phatase Wirkung zeigten. Nach den neuesten Versuchen von Nemec ist 
bloB der Acidititsgrad der entscheidende Faktor. Nemec denkt eventuell 
daran, daf die enzymatische Reaktion durch physikalisch-chemische Zu- 
stande der Zellstoffe zustandekommt, welche von dem Aciditatsgrade des 
heterogenen Systems abhiingt. Ob es sich bei den menschlichen Organen 
um tatsiichliche chemische Differenzen handelt — bei mehr oder minderem 
Vorkommen eines Fermentes — oder um einen physikalischen Zustand, 
welcher den Unterschied des Epithels bedingt (so Ionenkonzentrations-, 
Dispersitatsunterschiede), ist fraglich. 


Zusammenfassung. 
Es wurden Leichenorgane mdéglichst frisch zu Organpulvern ver- 
arbeitet und untersucht, ob dieselben den Glycerinphosphorsiureester 
in vitro enzymatisch spalten. 


Die Untersuchungen von Grosser und Hussler wurden bestiatigt. 
In bisher nicht untersuchten Organen, Nebenniere, Schilddriise, Hoden, 
wurde eine enzymatische Spaltung der Glycerinphosphorsiiure gefunden. 
Ein Spaltungsvermégen zeigten Karzinome. Eine verminderte Spaltung 
im Verhialtnis zur gesunden Niere zeigte die Amyloidniere, weiter eine 
Spaltung der Muskel von einem Falle von Eklampsie gegeniiber dem 


1) A. Nemec, |. c. und diese Zeitschr. 187, 570, 1923; 138, 198, 1923. 
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gesunden Muskel. — Kein Organ, das eine Spaltung zeigte, war mesen- 
chymalen Ursprungs. Mesenchymale Organe mit Karzinommetastasen 
zeigten eine Spaltung. DaB die Spaltung dem Epithel zuzuschreiben 
ist, wurde am vom Epithel entbl6Bten Darme gezeigt. Blutserum 
von Karzinomkranken spaltet auch nicht. Die Erklirung des enzy- 
mologischen Unterschiedes zwischen Epithel und nicht epithelialem 
Gewebe ist fraglich. 

Anhang: Von Samenorganismen wurden untersucht, ob zwischen dem 
Spaltungsvermégen der ruhenden und keimenden Erbsensamen ein Unter- 
schied bestehe. Derselbe konnte nicht nachgewiesen werden. 

Von Enzympriaparaten wurden auf ihr Spaltungsvermégen Emulsin, 
Papayotin, Diastase und Pankreatin untersucht. Von denselben zeigte 
nur Emulsin eine Spaltung, indem es nach 192 Stunden 21,9 Proz. der 
Glycerinphosphorsiure zerlegte. Von den Praparaten wurden 0.25 ¢ zu 
100 cem Iproz. Lésung zugesetzt. 






































Permeabilititsinderungen des Protoplasmas 
nach der Methode der isotonischen Koeffizienten. 


Von 


W. W. Lepesechkin. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Carls-Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 31. August 1923.) 


1. Einleitung. 

Die Methode der isotonischen Koeffizienten wurde zuerst von mir, 
spater aber auch von Tréndle und anderen Botanikern zur Feststellung 
einer Permeabilitatsinderung des Protoplasmas fiir geléste Stoffe 
verwandt. Diese Methode erwies sich als besonders niitzlich beim 
Studium der Permeabilitatsinderungen, welche in den Zellen der 
Blattgelenke der Leguminosen vorkommen, wo die Permeabilitat des 
Protoplasmas ungewohnlich gro8 ist. Es wurde festgestellt, daB die 
Permeabilitat des beleuchteten Protoplasmas gréBer ist als diejenige 
des verdunkelten. Noch empfindlicher erwies sich das Protoplasma 
gegen Richtungsinderungen der Schwerkraft. Diese Kraft hatte einen 
groBen EjinfluB auf die photonastischen Bewegungen der Blatter, 
indem sie die Permeabilitiit des Protoplasmas der oberen und unteren 
Gelenkhilften verschiedenartig anderte. 

Die Anwendung der Methode zur Erforschung der Permeabilitits- 
anderungen in den Epidermiszellen von Tradescantia discolor, Spirogyra 
und in den Zellen des Blattparenchyms (T'réndle) bestitigte die von 
mir an Leguminosen erhaltenen Ergebnisse betreffend die Einwirkung 
des Beleuchtungswechsels auf die Protoplasmapermeabilitaét. AuBer- 
dem wurde festgestellt, daB Chloroform und Ather die Permeabilitat 
des Protoplasmas fiir Salze und fiir Farbstoffe, die in diesen Substanzen 
unléslich sind, erniedrigen. In den letzten Jahren wurde dieses Resultat 
allgemein anerkannt. 

Im Jahre 1915 erschien die Arbeit von Fitting!), in welcher die 
Meinung ausgesprochen wurde, da$ die Bestimmung der Permeabilitat 
,in der Weise, wie es Lepeschkin und Tréndle tun, unbrauchbar, ja 
geradezu irrefiihrend“ ist. Spiter hat Fitting sein Urteil etwas gemildert, 
indem er in seiner zweiten Arbeit zu dem SchluB kam, daB es ,,mehr 
als bedenklich“ wiire, aus den Abweichungen der theoretischen iso- 
tonischen Koeffizienten von den gefundenen ohne weiteres Riick- 


1) Jahrb. f. wiss. Bot. 56, 1915. 
Biochemische Zeitschrift Band 142. %” 
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schliisse auf die Permeabilitaétsverhiltnisse machen zu ‘wollen!). In 
seiner dritten Arbeit auBerte sich schlieBlich Fitting in der folgenden 
Weise: ,,Jedenfalls geht aus meinen Untersuchungen mit Sicherheit 
hervor, daB die osmotischen Koeffizienten und auch die Grenzkonzen- 
trationen keine physikalisch-chemischen, sondern physiologisch bedingte 
GréBen sind‘‘?), Versteht man diesen SchluB Fittings in dem Sinne, 
daB physiologische Erscheinungen in der Zelle einen EinfluB auf die 
GréBe der isotonischen (nach Fitting ,,osmotischen*) Koeffizienten 
austiben miissen, so steht er in keinem Widerspruch auch mit meinem 
SchluB, daB die GréBe der isotonischen Koeffizienten von der Per- 
meabilitat des Protoplasmas fiir geléste Stoffe abhingig sein muf. 

Die Arbeiten Fittings erschienen gerade zu der Zeit, als noch keine 
deutschen wissenschaftlichen Zeitschriften nach RuBland gelangten, 
und ich konnte diese Arbeiten erst in diesem Jahre (1923) lesen. In- 
zwischen erschienen manche Aufsitze, in denen die Verfasser (offenbar 
unter dem EinfluB der Autoritaét von Fitting) die Methode der iso- 
tonischen Koeffizienten ebenfalls verwerfen, nachdem sie die Arbeiten 
von Fitting zitiert hatten. Infolgedessen sehe ich mich veranlaBt, 
die richtige Sachlage herzustellen. 


2. Einflu8 der Permeabilitét der Membrane auf den hydrostatischen Druck 
im Osmometer. 


In meinen friiheren Arbeiten habe ich schon darauf hingewiesen, 
daB zuerst Tammann*) bewiesen hat, daB der im Osmometer beobachtete 
Druck infolge der Permeabilitaét der Membrane fiir geléste Stoffe immer 
kleiner gefunden wird als der theoretisch berechnete osmotische Druck, 
der der Konzentration der Losung im Osmometer und der Temperatur 
entspricht. Der genannte Verfasser gibt auch eine einfache mathematische 
Abhingigkeit des in der Zelle beobachteten Druckes von der Permeabilitat. 

Spater habe ich gezeigt*), daB diese Abhangigkeit auch theoretisch 
vorausgesagt und in der folgenden Gleichung ausgedriickt werden 
kénnte: P= P, (1— uu), wo Py — der theoretische osmotische Druck 
und 4 — der Permeabilitatskoeffizient ist, welcher der Diffusionskonstante 
des betreffenden Stoffes (bei seiner Diffusion durch die Membran) oder der 
Permeabilitat proportional ist. Diese Gleichung driickt die erwahnte 
Abhiangigkeit, selbstverstindlich, nur annahernd aus, weil bei ihrem Erhalten 
vorausgesetzt wird, daB die Diffusionsgeschwindigkeit und der theoretische 
osmotische Druck der raumlichen Konzentration der Lésung proportional 
ist, was nur fiir verdiinnte Lésungen richtig ist. Ich hielt aber fiir tiber- 
fliissig, eine genauere, kompliziertere Formel zum physiologischen Zweck 
anzuwenden. 


1) Jahrb. f. wiss. Bot. 57, 575, 1916. 

2) Ebendaselbst 59, 169, 1919. 

3) Tammann, Zeitschr. f. physik. Chem. 9, 99. 

4) Ebendaselbst 48, 596 und Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 1908, 26a, 
S. 204, Anm. 4. 
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DaB der Druck im Osmometer infolge der Permeabititaét der Membran 
fiir geléste Stoffe kleiner sein mu8 als der theoretische osmotische Druck, 
ist einem jeden verstandlich. Doch glaubt man gewéhnlich, daB dieser 
EinfluB der Permeabilitat darauf beruht, daB sich infolge der Diffusion 
Wasser unter der Membran in eine Lésung verwandelt, deren osmotischer 
Druck den osmotischen Druck im Osmometer teilweise im Gleichgewicht 
halt. In Wirklichkeit beruht aber der erwihnte Einflu8 darauf, daB8 nur 
ein Teil der sich an die obere Oberfliche der Membran nihernden Molekiile 
des gelésten Stoffes auf dieselbe anprallt. Der andere Teil der Molekiile 
dringt in die Membran, um seine Bewegung darin fortzusetzen und schlieBlich 
in die untere Lésung zu gelangen, so da8 ein Teil de* StéBe und somit der 
osmotischen Kraft des gelésten Stoffes verloren gegangen ist. Der os- 
motische Druck ist ja eine Kraft, welche angewandt werden mu8, um der 
freien Diffusion eines Stoffes in Wasser einen so groBen Widerstand ent- 
gegenzusetzen, daB dieselbe aufhéren wiirde. Wenn aber die Diffusion 
nur teilweise gehemmt wird, so muB8 offenbar auch die Kraft kleiner sein, 
unabhiangig davon, ob der durch die Membran diffundierende Stoff von 
der unteren Oberfliche der letzteren entfernt wird oder sich unter der 
Membran ansammelt. Wenn aber das letztere zutrifft, so muB auBerdem 
der osmotische Druck der sich bildenden Lésung von dem osmotischen 
Druck im Osmometer abgezogen werden, so daB die resultierende GroéBe 
des Druckes im Osmometer (P, — P,) (1 — 4) gleich ist, wo P, der 
osmotische Druck der unteren Lésung ist. 


Man kann sich leicht davon tiberzeugen, daB der im Osmometer beob- 
achtete Druck auch in dem Falle kleiner als der theoretische osmotische 
Druck sein wiirde, wenn der durch die Membran diffundierende Stoff 
durch einen sehr kraftigen Wasserstrahl von der unteren Membranoberfliache 
fortwaihrend entfernt werden wiirde. 


In meinen friiheren Arbeiten bezeichnete ich den Druck, welcher sich 
im Osmometer entwickelt und von der Permeabilitat der Membran fiir 
den gelésten Stoff abhangt, durch den Namen ,,der beobachtete osmotische 
Druck‘. Da dieser Druck eine Kraft ist, welche angewandt werden muB, 
um der freien Diffusion desselben Stoffes in Wasser einen partiellen Wider- 
stand zu leisten (s. weiter oben), so halte ich es fiir zweckmaBig, denselben 
Druck auch durch ,,die partielle osmotische Kraft‘* zu bezeichnen. Fiir 
den Druck, welcher sich im Osmometer entwickelt, dessen Membran fiir 
den gelisten Stoff inpermeabel ist, und der eine Kraft darstellt, welche 
angewandt werden muB8, um die freie Diffusion durch einen Widerstand 
aufzuheben, behalte ich den friiheren Namen, d. h. einfach: ,,der osmotische 
Druck*‘‘ oder ,,die osmotische Kraft*‘. 


Die pflanzliche Zelle stellt bekanntlich einen Osmometer dar, in welchem 
das Protoplasma die Rolle einer semipermeablen Membran spielt. Daher 
mu8 die Permeabilitaét desselben fiir geléste Stoffe die osmotische Kraft 
des Zellsaftes sowie auch diejenige der die Zellwand durchtriankenden Lésung 
vermindern, so daB man in dem Falle, wenn das Protoplasma fiir die Zell- 
saftstoffe weniger permeabel ist als fiir den plasmolysierenden Stoff, eine 
starkere Lésung des letzteren benutzen muB, um eine gleich starke Plasmolyse 
hervorzurufen und umgekehrt. Dieser Schlu8 wurde von mir experimentell 
an Spirogyra bewiesen‘*). 


1) Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 26a, 211—212. 


20 * 


“sine saps gh IN RSPR SP oma aie pelgcind PS.) Om 








294 , W.W. Lepeschkin: 


Ich habe in meinen Versuchen die Plasmolyse der Alge durch zwei 
Stoffe ausgefiihrt, deren osmotische Eigenschaften insofern allgemein be- 
kannt sind, daB der eine von ihnen, naimlich Rohrzucker, nur schwer durch 
das lebende Protoplasma permeiert und der andere, nimlich Glycerin, 
verhaltnismaBig leicht in die Zelle eindringt. Das Protoplasma war also 
mehr permeabel fiir Glycerin und weniger oder ebensoviel permeabel fiir 
Zucker wie fiir die Zellsaftstoffe. Daher riefen in meinen Versuchen Per- 
meabilitatsinderungen, hervorgerufen durch Temperaturiinderungen, eine 
entsprechende VergréBerung oder Verminderung der Plasmolysestirke 
hervor. 


8. Die Methode der isotonischen Koeffizienten. 


Die Methode der isotonischen Koeffizienten ist hauptsichlich zur 
Feststellung einer Permeabilitatsanderung des Protoplasmas bestimmt und 
beruht auf dem eben besprochenen EinfluB der Plasmapermeabilitaét auf 
die osmotische Kraft des Zellsaftes und der AuBSenlésung. Verwendet 
man zur Plasmolyse zwei Stoffe, von denen der eine schwer, der andere 
leicht in die Zelle eindringt, so mu das Verhaltnis der Konzentrationen 
ihrer Lésungen, die ein und dasselbe Stadium der Plasmolyse hervorrufen, 
d. h. ihrer isotonischen Lésungen, von dem Verhaltnis der Konzentrationen 
ihrer Lésungen, welche ein und denselben osmotischen Druck besitzen, 
d. h. ihrer isosmotischen Loésungen, verschieden sein. Dieses Verhiltnis 
muB sich auBerdem bei den Permeabilitaétsiinderungen des Protoplasmas 
iindern, und umgekehrt mu8 eine Anderung dieses Verhiltnisses eine Per- 
meabilitatsiinderung des Protoplasmas kennzeichnen. Andererseits ist das 
Verhaltnis der molaren Konzentrationen der isotonischen Lésungen dem 
reziproken Verhaltnisse der isotonischen Koeffizienten gleich, wahrend 
das Verhaltnis der molaren Konzentrationen der isosmotischen Lésungen 
dem reziproken Verhaltnis der isosmotischen (oder theoretischen) Koeffi- 
zienten gleich ist. Somit erlaubt uns die Bestimmung der isotonischen 
Koeffizienten eine Permeabilitaétsinderung des Protoplasmas festzustellen'). 
Der Vergleich der isotonischen und isosmotischen Koeffizienten gibt aber 
uns ein Ma®8 zur Bestimmung der Permeabilitaétsgr6Be und der Starke der 
Permeabilitatsinderungen. Die betreffende Abhangigkeit kann annihernd 

7 
durch die Gleichung u = 1 — = ausgedriickt werden, wo u — der Permea- 
bilitaétskoeffizient des Protoplasmas, K’ und K — der isotonische und der 
isosmotische Koeffizient ist). 

Bekanntlich setzte deVries den isotonischen Koeffizienten von Salpeter 
3 gleich und bezog andere Koeffizienten auf diese GréBe, so daB der 
isotonische Koeffizient von Rohrzucker, nach de Vries, 1,88 ist. Da aber 
Salpeter durch das Protoplasma ziemlich leicht permeiert und die Per- 
meabilitét in verschiedenen Zellen ungleich ist, so ist es selbstverstandlich, 
daB man den isotonischen Koeffizienten dieses Stoffes nicht als MaBstab 
fiir andere Koeffizienten benutzen kann. Im Gegenteil andert sich der 
isotonische Koeffizient von Zucker praktisch gar nicht, weil Zucker nur 
sehr langsam durch das Protoplasma permeiert. Daher bezog ich in meinen 
Arbeiten alle isotonischen Koeffizienten auf den isotonischen Koeffizienten 
von Rohrzucker. Um aber die absoluten GréBen der Koeffizienten von 


1) Man siehe meine Arbeit in Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 26a, 213— 214. 
2) Ebendaselbst, S. 207. 
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de Vries nicht stark zu andern, setzte ich den Koeffizienten von Rohrzucker 
1,88 gleich, so daB der Koeffizient von Salpeter in meinen Versuchen an 
Tradescantia zwischen 2,9 und 3,2 variierte. Die GroBe des Permeabilitats- 
koeffizienten « wiirde sich aber nicht andern, wenn ich den isotonischen 
Koeffizienten von Zucker 1 gleich setzen wiirde, weil der Permeabilitats- 
koeffizient von der absoluten GréBe der beiden Koeffiziente (isotonisch 
und isosmotisch) unabhiangig ist, sofern die Permeabilitat fiir Zucker praktisch 
vernachlissigt werden kann'). Fitting hat also unrecht, wenn er denkt, 
daB ich einen Fehler mache, indem ich den isotonischen Koeffizienten von 
Zucker 1,88 gleich setze (I. c. 1916, S. 578, Anm.). 
ve 
Da die Gleichung u = 1 — > 
(1 — uw) ist (s. 0.), so driickt sie den Permeabilitaétskoeffizienten nur annaihernd 
aus. Daher legte ich in meinen Arbeiten keinen Wert auf die Bestimmung 
der absoluten GréBe dieses Koeffizienten, schrieb aber der Methode der 
isotonischen Koeffizienten insofern eine groBe Bedeutung zu, als sie ver- 
haltnismaBig geringe Permeabilitats’nderungen des Protoplasmas zu ent- 
decken vermag, ohne die zu untersuchenden Zellen den anomalen Lebens- 
bedingungen wahrend eines zu lange dauernden Versuchs zu unterwerfen. 
In der Tat, eine Permeabilititsinderung um 20 Proz. ihrer GréBe 
auBert sich auch im Falle einer verhaltnismaBig kleinen Permeabilitat, 
wie z. B. bei Tradescantia (Rhoeo) discolor, in einer Anderung des isotonischen 
Koeffizienten von Salpeter um 1 Proz. Soleche Anderung kann leicht ent- 
deckt werden. Im Falle einer verhaltnismaBig groBen Permeabilitaét, wie 
z. B. in den Gelenkzellen von Phaseolus multiflorus, weist solehe Anderung 
des Koeffizienten auf eine Permeabilitatsinderung um 3 Proz.’). 


auf der Annahme basiert, daB P = P, 


Kx’ = K,C Mier 6s, - p 

Nu=1l-— K? aber K’ = Co ®° und K = Fi *, wo K,— der iso- 
tonische Koeffizient von Zucker ist, welcher praktisch dem isosmotischen 
Koeffizienten dieses Stoffes gleich ist, C, — die isotonische und zugleich 


isosmotische Konzentration von Zucker, C’ — die isotonische und C — die 


Y 


isosmotische Konzentration von Salpeter. Somit ist u« = 1 — ~ und ist 
er also unabhingig von K’' und K. 
*) Setzen wir voraus, da8B sich der isotonische Koeffizient von Salpeter 
K' um 0,01 seiner GréBe vergréBert hat, weil die Permeabilitat My, sich 
: 1,01 K' 
und “, = 1 — ———,, so ist 


K 
K K 


In dem Falle von Tradescantia discolor unterscheidet 


zu wu, verwandelt hatte. Da u, = 1— 


My — Ms _ 0,01 .K’ 
My - K-® 
sich der theoretische isosmotische Koeffizient K von dem isotonischen 
ga Y ; HES -- 0,03 
Koeffizienten im mittleren um 0,15; somit ist aN ‘. 7 0.15 = 0,2. 
1 ’ 
Im Falle von Faseolus multiflorus ist der Unterschied zwischen den beiden 
g Mia Ms - 





Koeffizienten im mittleren 1, so da 


= 0,03. Um den 


1 
isotonischen Koeffizienten der Epidermiszellen der mittleren Blattrippe 
von Tradescantia (Rhoeo) discolor bis zu einer Genauigkeit von 1 Proz. 
zu bestimmen, mu8 man diesen Koeffizienten auf ein und demselben 
Schnitte der Epidermis bestimmen. Die Konzentrationen der plasmoly- 
sierenden Lésungen miissen sich voneinander ungefahr um ?/,5, ihrer GroBe 
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Fiir die Feststellung einer Permeabilitatsinderung geniigt eine genaue 
Bestimmung der isotonischen Koeffizienten vollkommen, weil der theo- 
retische isosmotische Koeffizient durch die Permeabilititsinderung 
nicht geaindert wird. Daher hat die Genauigkeit der Berechnung des 
theoretischen Koeffizienten nur eine untergeordnete Bedeutung. Um 
eine Permeabilitiatsinderung zu konstatieren, ist es tiberhaupt nicht not- 
wendig, diesen Koeffizienten zu berechnen. Seine Berechnung ist nur dann 
notwendig, wenn wir die Starke der Permeabilititsinderung schitzen 
méchten. Aber auch in diesem Falle hat der Fehler bei der Berechnung, 
der kleiner als 10 Proz. ist, nur eine geringe Bedeutung!). Jedenfalls muB 
man in diesem Falle doch alles tun, um die Berechnung méglichst genau 
auszufiihren. Daher ist es vor allem notwendig, die Konzentration der 
plasmolysierenden, isotonischen Lésungen und diejenige der mit der Zucker- 
lésung isosmotischen Lésung des zweiten Stoffes gleichartig auszudriicken. 
Da, nach Morse und Frazer, der osmotische Druck von Zucker der Kon- 
zentration, welche in Gramm-Mol auf 1000 g Wasser ausgedriickt ist, ungefahr 
proportional ist, so ist es zu empfehlen, alle Konzentrationen in dieser 
Weise umzurechnen. 


Doch ist es selbstverstiindlich, daB auch solehe Rechnungsweise uns 
nicht wahre GréBen geben kénnte. Nur eine direkte Beobachtung des 
osmotischen Druckes verschiedener Stoffe k6nnte uns die wahren isosmoti- 
schen Koeffizienten liefern. Zu unserem Zwecke ist aber solche Genauigkeit 
auch nicht notwendig, weil es jetzt hauptsachlich nur darauf ankommt, 
eine Permeabilititsinderung zu konstatieren oder ihre Starke nur sehr 
annihernd zu bestimmen. In meinen friiheren Arbeiten habe ich mir nur 
diese Aufgabe aufgestellt und denke nur diese Aufgabe gelést zu haben. 


unterscheiden (so z. B. fiir Salpeter mu8 der Unterschied 0,02 Proz. sein). 
Wenn z. B. in einer 1,22proz. Salpeterlésung weniger als die Hialfte der 
Zellen eines Schnittes plasmolysiert ist, in einer 1,24proz. Lésung aber 
mehr als die Hilfte der Zellen, so ist die isotonische Konzentration 1,23 Proz. 
Im Falle von Faseolus multiflorus bestimmte ich in meinen Arbeiten den 
isotonischen Koeffizienten nur bis zu einer Genauigkeit von 3 bis 4 Proz. 
seiner GréBe. Daher konnte ich diesen Koeffizienten nicht an ein und dem- 
selben Schnitte, sondern an einer Serie von Schnitten bestimmen. Die 
plasmolysierenden Lésungen unterschieden sich diesmal um °/j5) ihrer GroBe. 

1) Setzen wir z. B. voraus, daB der isosmotische (theoretische) Koeffizient 
von Salpeter, nach den vorhandenen Literaturangaben berechnet, 3,3 
gleich ist, wahrend seine wahre GroBe 3,6 ist. Wenn der isotonische Koeffizient 


von Salpeter im Hellen 3 ist, so wird u = 1 — = 0,09, wahrend die 


3 
33 


wahre GréBe uw = 1 — es = 0,17. Nach Verdunkelung der Pflanze ver- 
kleinert sich die Permeabilitit, und wird der isotonische Koeffizient z. B. 3,1 
gleich. Somit ist w= 1 — a = 0,06 und die wahre GréBe uw = 1 — a 


= 0,13. Wir sehen also ein, daB der Fehler bei der Berechnung des theo- 
retischen Koeffizienten von 10 Proz. nur eine kleine Bedeutung hat: die 
Permeabilitét im Hellen ist 1,5mal gréBer gefunden als im Dunkeln, wahrend 
in der Wirklichkeit sie 1,3mal gré8er ist. Der Unterschied ist also kleiner 
als 20 Proz. 
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4. Einwiinde Fittings gegen die Methode der isotonischen Koeffizienten. 


Gegen die Methode der isotonischen Koeffizienten erhob Fitting 
Bedenken zweierlei Art: die physiologischen und die physikalisch- 
chemischen'!). Die letzteren sind, nach Fitting, ,,viel schwerwiegender* 
als die ersteren, daher verweilen wir vor allem an den physikalisch- 
chemischen Bedenken. 

Fitting weist darauf hin, daB der Vergleich der theoretischen und 
gefundenen Koeffizienten voraussetzt, da8 die plasmolytisch bestimmten 
Koeffizienten das wahre Verhiltnis der raumlichen Konzentrationen der 
Salz- und Zuckerlésung angeben, und da in gleicher Weise die durch 
physikalisch-chemische Methode bestimmten Koeffizienten auch wirklich 
das Verhialtnis der osmotischen Drucke gleich konzentrierter Lésungen 
richtig wiedergeben. 

Im vorigen Paragraphen habe ich betont, daB es zur Feststellung einer 
Permeabilitatsiinderung mittels der Methode der isotonischen Koeffizienten 
iiberhaupt nicht nétig ist, die isotonischen und isosmotischen Koeffizienten 
zu vergleichen. Zu diesem Zwecke geniigt, nur die isotonischen Koeffizienten 
zu bestimmen, wobeies gleichgiiltig ist, ob die Konzentrationen in Gramm-Mol 
auf 1000 g Wasser oder auf 1 Liter Lésung ausgedriickt sind, weil die 
absoluten GréBen der Koeffizienten in diesem Falle keine Rolle spielen. 
Wenn es aber auch darauf ankommt, die Starke der eingetretenen 
Permeabilititsinderungen schittzen zu kénnen, so ist freilich ein Vergleich 
der gefundenen und berechneten Koeffizienten erforderlich. Es ist aber 
gar nicht nétig, daB die plasmolytisch bestimmten Koeffizienten das wahre 
Verhaltnis der raumlichen Konzentrationen angeben, weil sie nur das wahre 
Verhaltnis der osmotischen Drucke der zwei plasmolysierenden Lésungen 
angeben miissen. Und wenn diese Drucke nicht den raumlichen, sondern 
den Raulschen (,,numerischen“) Konzentrationen proportional sind, so 
miissen auch die Koeffizienten das Verhiltnis dieser Konzentrationen 
angeben. Doch ist der Unterschied zwischen GréBen der Permeabilitats- 
anderung, die aus den Koeffizienten berechnet sind, welche das Verhiltnis 
einerseits ,,numerischer’*, andererseits ,,raumlicher’‘ Konzentrationen an- 
geben, nicht wesentlich (man sehe dazu die spiter angefiihrte Zusammen- 
stellung). 

Da8 die durch physikalisch-chemische Methode bestimmten Koeffi- 
zienten auch wirklich das Verhaltnis der osmotischen Drucke gleich kon- 
zentrierter Lésungen richtig wiedergeben miissen, ist freilich richtig, aber 
nur in dem Falle, wenn wir absolut genaue GréBen dieser Koeffizienten 
finden wollten. In den vorigen Paragraphen habe ich schon darauf hin- 
gewiesen, daB solche GréSen nur durch eine direkte Bestimmung der os- 
motischen Drucke mittels eines idealen Osmometers erhalten werden kénnen, 
was zurzeit unméglich ist. Wir miissen uns also nur mit mehr oder minder 
annéhernden GréBen begniigen. Um diese Koeffizienten zu bestimmen, 
miissen wir z. B. annehmen, da8 der osmotische Druck der Konzentration 
proportional ist. Wenn wir die Konzentrationen in Gramm-Mol auf 1000g 
Wasser ausdriicken, so ist es vielleicht nahe der Wahrheit. Jedenfalls 
ist der dadurch begangene Fehler so klein, daB er keinen Einflu®B auf die 
definitiven Resultate hat. Wie gesagt, kGnnen die Permeabilitatskoeffizienten 
nur annahernd bestimmt werden. 


1) Fitting, 1. c. 1916, S. 566—568. 
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Was nun die physiologischen Bedenken Fittings anbelangt, so ist 
wohl das erste von ihnen nur ein MiBverstindnis, weil gerade die Methode, 
welche Fitting selbst fiir die beste halt (1. c. 1916, 8.3), mit Klarheit zeigt, 
daB Rohrzucker viel langsamer durch das Protoplasma durchdringt als 
Salze von Alkalimetallen. 

Der zweite physiologische Einwand besteht darin, daB wir nicht wissen, 
»in welchem MafSe jede der Verbindungen, die zur Plasmolyse verwandt 
werden, wihrend dieser Zeit die Permeabilitaét des Plasmas fiir ihre eigenen 
Molekiile verandert‘‘. Dieser Einwand kann gegen jede plasmolytische 
Methode der Permeabilitatsbestimmung erhoben werden und somit auch 
gegen die Methode, die Fitting fiir die beste halt. Doch ist irgend eine 
Permeabilitatsinderung nur unter dem EinfluB der Elektrolyte zu erwarten, 
und auch diese, z. B. Salpeter, wirken nur verhiltnismaBig langsam. So 
konnte Fitting erst nach 15 Minuten der Plasmolyse eine Abnahme der 
Permeabilitaét bemerken, welche sich infolge der andauernden Plasmolyse 
nur sehr langsam vergréBerte. So da auch in dem Falle, wo solehe Ab- 
nahme wirklich vorkommen wiirde, sie die isotonischen Koeffizienten kaum 
beeinflussen wiirde, weil bei der Bestimmung derselben die Schnitte héchstens 
40 bis 60 Minuten in Salzlosungen verbleiben und nachher wieder in Lésungen 
des Nichtelektrolyts iibertragen werden, wo die induzierte Permeabilitats- 
anderung wieder vergehen muB. Leider sind die Resultate, welche Fitting 
erhalten hatte, zweideutig, weil eine VergréBerung der osmotischen Kraft 
des Zellsaftes nicht nur infolge des Eindringens des Salzes in die Zelle statt- 
finden kénnte, sondern auch infolge einer Bildung osmotisch wirkender 
Stoffe im Zellsaft. Neuerdings zeigte z. B. Jljin*), daB unterdem Einflu8 
der Elektrolyte auf die SchlieBzellen der Spalt6ffnungen eine erhebliche 
VergréBerung der osmotischen Kraft des Zellsaftes infolge einer Bildung 
osmotisch wirksamer Stoffe (Zucker) beobachtet wird. 


Die Methode der isotonischen Koeffizienten hat in der eben erwahnten 
Beziehung einen groBen Vorzug, weil die isotonischen Koeffizienten nicht 
von den absoluten KonzentrationsgréBen, sondern ausschlieBlich vom 
Verhaltnis der Konzentrationen der beiden plasmolysierenden Lésungen 
abhangig sind. Der etwas in der Salzlésung erhéhten plasmolysierenden 
Konzentration wird auch eine erhéhte Zuckerkonzentration entsprechen, so 
daB der isotonische Koeffizient unverandert bleibt, wenn keine Permeabilitats- 
anderung stattgefunden hatte. 


Jedenfalls wiirde die Methode der isotonischen Koeffizienten ihre 
Niitzlichkeit nicht verlieren, wenn auch erwiesen sein wiirde, daB Elektrolyte 
die Permeabilitét andern. 


Der dritte physiologische Einwand Fittings besteht darin, da8 wir nicht 
wissen, ob wihrend des Versuchs nicht irgendwelche Stoffe aus den Zellen 
exosmieren und wie die Exosmose durch das Salz und Zucker beeinfluBt 
wird. Dieser Einwand kann wieder gegen jede plasmolytische Methode 
erhoben werden und jedenfalls auch gegen die Methode des Plasmolyse- 
ausgleichs, welche Fitting in seinen Versuchen benutzte. Auch in dieser 
Beziehung hat die Methode der isotonischen Koeffizienten einen groBen 
Vorzug, weil sie eben nicht von den absoluten KonzentrationsgroBen ab- 
hangig ist. 


1) Diese Zeitschr. 182, 494, 510, 511, 525, 1922. 
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Der vierte Einwand ist der, daB8 man, nach Fitting, nicht weiB, was 
wahrend der Plasmolyse in den Zellen geschehe, weil die Plasmolyse mit 
Salpeter und Zucker verschiedene Zeit verlange. Als Beweis einer Wichtigkeit 
dieses Einwandes fiihrt Fitting die Tatsache an, daB er den isotonischen 
Koeffizienten von Salpeter (an Rhoeo), zwischen 1,56 und 1,78 variierend, 
beobachtete, so daf die extremen GrédBen stark von dem Mittel (1,64) 
abwichen. 


In meinen Versuchen, wo die isotonischen Konzentrationen von Salpeter 
und Zucker an ein und demselben Schnitte der Epidermis von Tradescantia 
(Rhoeo) bestimmt wurden, verblieben die Schnitte ungefahr 40 bis 60 Minuten 
in Salpeter und 30 bis 45 Minuten in Zucker. Der Unterschied ist so un- 
bedeutend, daB er kaum die isotonischen Koeffizienten beeinflussen wiirde. 
In meinen Versuchen variierte die GréBe des isotonischen Koeffizienten 
zwischen 2,96 und 3,20, oder nach Fittingscher Bezeichnung: zwischen 
1,57 und 1,70. Die Bestimmungen wurden teilweise im Hellen, teilweise 
im Dunkeln ausgefiihrt, so daB8 die Variation groBtenteils infolge eines 
Lichtwechsels stattfand (im Lichte: 1,57 bis 160, im Dunkeln 1,61 bis 1,70). 
Es ware aber nichts AuBerordentliches auch in einer solchen Variation 
unter gleichen Bedingungen, weil die Permeabilitaét des Protoplasmas 
nicht nur in einzelnen Schnitten, sondern auch in einzelnen Zellen ver- 
schieden ist, wovon man sich auch durch die Beobachtung an dem Plasmolyse- 
ausgleich in einzelnen Zellen (z. B. eines Spirogyra-Fadens) tiberzeugen 
kénnte. 

SchlieBlich weist Fitting hin, daB seinen Untersuchungen zufolge die 
Methode der isotonischen Koeffizienten nichts davon sagt, ob ein Stoff 
durch das Protoplasma permeiert oder nicht, weil manchmal die isotonischen 
und theoretischen isosmotischen Koeffizienten voneinander nicht abweichen, 
wo die Beobachtung am Plasmolyseausgleich eine bedeutende Permeabilitat 
vermuten lat und umgekehrt. Um diesen Einwand zu schatzen, wenden wir 
uns an die Versuchsresultate Fittings’). 


Der genannte Verfasser fand, daB das Protoplasma der Epidermiszellen 
von Tradescantia (Rhoeo) fii: KCl, KBr, KCIO;, K,S0O,, NaNO,, NaCl 
durchlassig ist; zugleich waren auch die durch Plasmolyse gefundenen 
isotonischen Koeffizienten kleiner als die theoretischen aus der Gefrier- 
punktserniedrigung oder elektrischen Leitfahigkeit berechneten isosmotischen 
Koeffizienten, so da® hier eine Ubereinstimmung zwischen den beiden 
Methoden konstatiert wurde. Im Gegenteil waren die gefundenen iso- 
tonischen Koeffizienten von Lithiumsalzen, obwohl diese Salze durch das 
Protoplasma permeieren, von den theoretischen Koeffizienten wenig ver- 
schieden. Zugleich gibt aber Fitting selber zu, daB seine Bestimmung 
der Gefrierpunktserniedrigung in diesem Falle vielleicht nicht ganz ein- 
wandfrei sei, weil mit einem sogenannten ,,wasserfreien** Praparat gearbeitet 
wurde (I. c. 1916, 8. 603). Jeder, der mit Lithiumsalzen gearbeitet hat, 
wird solechem Zugestehen des genannten Verfassers vollkommen zustimmen, 
weil Lithiumsalze auBerordentlich hygroskopisch sind und ihre Kon- 
zentrationen nicht durch das Lésen einer abgewogenen Menge des Salzes 
bestimmt werden kénnen. Deshalb beweist die Abwesenheit eines Unter- 
schiedes zwischen beiden Koeffizienten noch nicht, daB die beiden Methoden 
in diesem Falle verschiedene Resultate ergeben. 


1) Le. 1916, 8. 587—591. 
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Nach Fitting ist das Protoplasma fiir Salze der Erdalkalimetalle im- 
permeabel, obwohl die gefundenen isotonischen Koeffizienten kleiner 
gefunden waren als die theoretischen Koeffizienten. Der genannte Ver- 
fasser sagt aber im weiteren: ,,Fiir die Chloride der zweiwertigen Erd- 
alkalimetalle ist tibrigens die abnorm groBe Gefrierpunktserniedrigung, der 
eine ahnlich abnorme Dampfdruckerniedrigung entspricht, schon seit 
langem ein Problem, das, soweit ich sehen kann, auch heute noch ungelést 
ist’ (1. c. 1916, 8. 603). Es ist also noch nicht entschieden, ob es nicht 
gerade in diesem Falle keine direkte Abhingigkeit der Gefrierpunkts- 
erniedrigung von dem osmotischen Drucke gibt. In der Tat, wenn wir die 
isotonischen Koeffizienten mit denjenigen nach der elektrischen Leit- 
fahigkeit berechneten vergleichen, so finden wir eine Ubereinstimmung 
zwischen den beiden Methoden der Permeabilitaétsbestimmung. So ist, 
nach Fitting, der gefundene isotonische Koeffizient von MgCl, ig, = 2,49 
und der berechnete i = 2,45, bei SrCl, tj, = 2,49 und 7« = 2,46, bei 
CaCl, ig, = 2,46 und i = 2,45 bis 2,46, bei BaCl, %,, = 2,42 und 
i = 2,41. Somit sind die gefundenen Koeffizienten entweder gréBer als 
die theoretischen oder ihnen gleich. Die isotonischen Koeffizienten 
der Nitrate der Erdalkalimetalle sind nach Fitting gréBer als die berechneten 
nach der Leitfahigkeit oder zugleich auch gr6éBer als die berechneten nach 
der Gefrierpunktserniedrigung oder endlich ihnen gleich. Nur in einem 
Falle, namlich fir Sr(NO,),, fand Fitting ij, = 2,35 und i = 2,43, also 
war der berechnete Koeffizient gréBer. Bedenken wir aber, daB Sr(NO3). 
auch sehr hygroskopisch ist, so laBt sich ein méglicher Fehler bei der Be- 
stimmung der Konzentrationen dieses Salzes kaum vermeiden. Es bleibt 
nur Mg SQ, zuriick, dessen gefundener Koeffizient ¢,, = 1,05 und berechneter 
Koeffizient i = 1,1 ist. Ich glaube aber, daB das Nichtiibereinstimmen davon 
abhingt, daB der theoretische Koeffizient ungenau ausgerechnet ist (nur 
die Zehntel sind angegeben). 

Wir kommen also zum Schlu8, daB die Versuche Fittings im groBen 
und ganzen eine Ubereinstimmung zwischen den Resultaten, die nach 
der Methode der isotonischen Koeffizienten erhalten wurden und den- 
jenigen, die nach der Methode des Plasmolyseausgleiches gefunden wurden, 
beweisen. Die Behauptung des genannten Forschers, daB Unterschiede 
zwischen gefundenen und theoretischen Koeffizienten von Salzen nur 
physiologische Ursachen, iibrigens noch ganz unbekannter Art, haben 
(I. ce. 1919, S. 1), miissen wir als experimentell unbegriindet betrachten. 

Besonders deutlich tritt die Voreiligkeit dieser Behauptung Fittings 
im Lichte der von mir gefundenen Tatsache zutage, daB die isotonischen 
Koeffizienten, welche an den Gelenkzellen der Leguminosen gefunden 
werden, ungewohnlich klein im Verhaltnis zu den theoretischen Koeffi- 
zienten sind (z. B. ist der gefundene Koeffizient von Salpeter 1,7, wahrend 
der theoretische Koeffizient 3,1 gleich ist). Das Protoplasma der Gelenk- 
zellen ist bekanntlich ungewéhnlich leicht permeabel fiir geléste Stoffe?). 

Wenden wir uns nun zu den Versuchen Fittings mit Glycerin und 
Harnstoff. 

Die Versuche mit Harnstoff zeigten, daB die Durchlissigkeit des 
Protoplasmas fiir diesen Stoff, bestimmt nach dem Plasmolyseausgleich, 
ungefahr so groB ist wie diejenige fiir Salpeter oder Kochsalz, und daB der 


1) Man siehe meinen Aufsatz in Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 26a, 231, 
1908. 
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osmotische Koeffizient, ahnlich wie bei diesen Salzen, von dem theoretischen 
Koeffizienten abweicht (1919, S. 166). Somit gaben die beiden Methoden 
iibereinstimmende Resultate. 

Was nun die Versuche mit Glycerin anbelangt, so bestitigten sie 
zuniichst, wie diejenigen mit Harnstoff, daB Glycerin durch das Protoplasma 
leicht durchdringt und da sein isotonischer Koeffizient viel kleiner ist 
als der theoretische isosmotische Koeffizient. Die Nichtiibereinstimmung 
der beiden Methoden der Permeabilititsbestimmung auBert sich aber 
hauptsachlich in den Versuchen mit Einwirkung von destilliertem Wasser 
und des Verweilens der Schnitte im feuchten Raum. SchlieBlich machte 
Fitting den SchluB, da ,,irgendwelche Beziehungen zwischen der GréBe 
des osmotischen Koeffizienten und der GréBe der Permeabilitit der be- 
treffenden Zellen fiir Glycerin“ nicht bestehen, sofern man die Geschwindig- 
keit des Plasmolyseausgleiches als MaSstab fiir die Durchlissigkeit benutzt 
(1919, S. 166). 

Ich habe schon darauf hingewiesen, da die Methode des Plasmolyse- 
ausgleiches manchmal nur zweideutige Resultate liefern kann, weil man 
nicht entscheiden kénnte, ob der beobachtete Plasmolyseausgleich durch 
das Eindringen des plasmolysierenden Stoffes in den Zellsaft oder durch 
eine Bildung der osmotisch wirksamen Substanzen in demselben verursacht 
wird. Daher wiirde man mit gleichem Recht den Satz Fittings in der folgen- 
den Weise andern kénnen: ,,irgendwelche Beziehungen zwischen der Ge- 
schwindigkeit des Plasmolyseausgleiches und der GréSe der Permeabilitat 
der betreffenden Zellen fiir Glycerin nicht bestehen, sofern man die iso- 
tonischen Koeffizienten als MaSstab fiir die Durchlassigkeit benutzt*‘. 

Ich glaube aber, daB man auch im Falle des Glycerins eine Uberein- 
stimmung zwischen den beiden Methoden doch finden kénnte, wenn man 
die von Fitting. mitgeteilten Tatsachen einer Kritik unterwerfen wiirde. 

Am auffallendsten ist in Versuchen Fittings, daB sich die Grenzkonzen- 
trationen von Glycerin nach vorheriger Wasserung der dicken Schnitte 
erhoht (1919, 8. 164 bis 165) und da diese Konzentrationserhéhung auch 
in den dicken Schnitten ausbleibt, wenn man die Schnitte vor dem Uber- 
tragen in die Glycerinlésung ,,diinn schneidet‘‘. Diese sonderbare Tatsache 
14Bt unwillkiirlich vermuten, da die beobachtete Erhéhung der Grenz- 
konzentration von Glycerin nur eine Folge der Ungenauigkeit der 
Bestimmung dieser Konzentration darstellt. 

Solche Vermutung wird durch die Tatsache bekriftigt, daB die Ver- 
schiebung der Grenzkonzentration nicht bei allen untersuchten Blattern 
gleich groB war und bei manchen Bliattern giinzlich fehlte. Werfen wir einen 
Blick auf das Verfahren zur Ermittlung der Grenzkonzentrationen und 
des Plasmolyseausgleiches, welches Fitting in seinen Versuchen anwandte. 

Auf der 8.19 (1. ec. 1919) finden wir die Beschreibung eines Versuchs, 
welchen wir als Muster einer ganzen Versuchsreihe betrachten kénnen. 
Wir erfahren, daB die Konzentrationen der plasmolysierenden Lésungen 
sich um 0,0078 Gramm-Mol Glycerin unterscheiden, so da8 die Grenzkonzen- 
tration héchstens nur bis zu einer Genauigkeit von 2 Proz. bestimmt werden 
kénnte, und dies nur in dem Falle, wenn diese Konzentration an ein 
und demselben Schnitte festgestellt wiirde. Fitting brachte aber eine Reihe 
von Schnitten nacheinander in die Glycerinlésungen von steigenden Kon- 
zentrationen. Da der Zellsaft verschiedener Schnitte ungleich konzentriert 
war, notierte Fitting dieselbe Plasmolysegré8e in 0,25408 Gramm-Mol und 
in 0,26968 Gramm-Mol Glycerin, so daB er die Grenzkonzentration nur bis 
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zu einer Genauigkeit von ungefaihr 10 Proz. bestimmen konnte. In einem 
anderen Versuche (S. 19) finden wir sogar, daB8 bei der Konzentration 
0,30878 Gramm-Mol (+ 6a) eine Plasmolyse beobachtet wurde, wahrend in 
0,31038 Gramm-Mol (+ 8a) wieder keine Plasmolyse bemerkt wurde. Im 
dritten Versuch (N 24, S. 20) finden wir, daB die Schnitte in 0,23852 
+ 3.0,0078 Gramm-Mol und in 0,23852 + 10.0,0078 Gramm-Mol gleich stark 
plasmolysiert waren, so da8 der Fehler ungefahr 20 Proz. der ganzen 
GroBe war. 

Solch eine kleine Genauigkeit der Bestimmung der Grenzkonzen- 
trationen wiirde uns die Variation der isotonischen Koeffizienten von 
Glycerin erklaren, welche Fitting in seinen Versuchen beobachtete. Wollen 
wir aber voraussetzen, daB die Genauigkeit der Feststellung der Grenz- 
konzentrationen in den Versuchen Fittings im allgemeinen gréBer war. 

Aus dem oben zitierten Versuche (S. 19) folgt, daB nach dem Verweilen 
der Schnitte in Wasser wihrend 15 Minuten das Gleichgewicht in Glycerin- 
l6sungen sehr bald hergestellt wurde und nach einer Plasmolyse wihrend 
1 Stunde die Grenzkonzentration sich bedeutend vergréBerte, was zweifellos 
eine Glycerinendosmose anzeigt. Wenn aber die Schnitte wihrend 9 Stun- 
den in Wasser verblieben waren, wurde zunachst eine Erhéhung der Grenz- 
konzentration von Glycerin beobachtet. Diese Grenzkonzentration ver- 
kleinerte sich aber nach der Plasmolyse wihrend einer Stunde, so daB8 
man vermuten darf, daB das Gleichgewicht noch nicht eingetreten war, 
als die erste Grenzkonzentration bestimmt wurde. Wenn man sich an die 
Tatsache erinnert, da8 die Erhéhung der Grenzkonzentration nur an dicken 
Schnitten beobachtet wurde, kénnte man aus den Versuchsresultaten 
Fittings schlieBen, daB das Verweilen der Schnitte in Wasser die Permeabilitat 
der an die Epidermis grenzenden Gewebe fiir Glycerin vermindert und 
daher die Plasmolyse verlangsamt. Die Ursache dieser Erscheinung ist 
mir unbekannt, und es wire vielleicht notwendig, sie genauer zu erforschen. 
Jedenfalls gibt es vorlaufig keinen Grund zu behaupten, daB die Methode 
der isotonischen Koeffizienten uns keinen Aufschlu8 dariiber geben kann, 
ob sich die Permeabilitaét fiir Glycerin geindert hat oder nicht. 


5. Die Permeabilititsinderung 
nach der Methode der isotonischen Koeffizienten. 

In diesem Abschnitt méchte ich zeigen, daB die Resultate, welche 
ich in meinen friiheren Arbeiten mittels der Methode der isotonischen 
Koeffizienten erhalten habe, keine Anderung erfahren, wenn bei der Be- 
rechnung der Koeffizienten die Lésungskonzentrationen nicht in Gramm-Mol 
auf 1 Liter Lésung, sondern in Gramm-Mol. auf 1000g Wasser ausgedriickt 
werden, und die gefundenen isotonischen Koeffizienten mit den theoretischen 
isosmotischen Koeffizienten verglichen werden, welche aus der Gefrier- 
punktserniedrigung berechnet sind. 

Ich fiihre hier einige Angaben an, die von mir an Gelenkzellen von 
Phaseolus multiflorus und Epidermiszellen von Tradescantia (Rhoeo) discolor 
erhalten worden waren und zugleich dieselben Angaben, aber umgerechnet, 
entsprechend der erwahnten Rechnungsweise der Konzentrationen und 
Koeffizienten. 

In der folgenden Zusammenstellung (S. 304) bedeuten: p, und p, — die 
Konzentrationen von Zucker und Salpeter, ausgedriickt in Grammen auf 
100 cem Lésung (Proz.), die von mir durch Plasmolyse ermittelt worden 
waren und isotonisch sind; C, und C, — dieselben Konzentrationen, aber 
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umgerechnet in Gramm-Mol auf | Liter Lésung; n, und n, — dieselben 
Konzentrationen, aber umgerechnet in Gramm-Mol auf 1000 g Wasser 
(,numerische** Konzentrationen); mn, — die Konzentration (in Gramm-Mol 
auf 1000 g Wasser) der Salpeterlésung, welche dieselbe Gefrierpunkts- 
erniedrigung zeigt wie die Zuckerlésung von der Konzentration n, (theo- 
retische isosmotische Salpeterkonzentration: ts). Weiter bedeuten: K, — 
den isotonischen Koeffizienten, der in meinen friiheren Arbeiten nach den 
Volumkonzentrationen C, und C, berechnet worden war; K, — den iso- 
tonischen Koeffizienten, der nach den ,,numerischen** Konzentrationen n, 
und n, berechnet ist; K,— den isosmotischen theoretischen Koeffizienten, 
der nach den Konzentrationen n, und m, berechnet ist. In allen Fallen 
wurde bei der Berechnung angenommen, da8 der isotonische und isosmotische 
Koeffizient von Zucker 1,88 gleich ist. Weiter ist 4, — der Permeabilitats- 
koeffizient meiner friiheren Arbeiten, berechnet nach der Formel 


K * , nay ee ‘ 
Me = 1— x , wo K der nach der elektrischen Leitfihigkeit berechnete 
theoretische Koeffizient ist; ju, — der Permeabilitatskoeffizient, berechnet 


n 
Kt 

Aus der angefiihrten Zusammenstellung der von mir friiher erhaltenen 
und der umgerechneten Versuchsresultate ersehen wir, daB die Umrechnung 
der Konzentrationen in Gramm-Mol auf 1000g Wasser und die Berechnung 
der theoretischen isosmotischen Koeffizienten nach der Gefrierpunkts- 
erniedrigung die Resultate der Versuche nicht andert. Die Permeabilitiat 
des Protoplasmas der Gelenkzellen ist auch bei dieser Rechnungsweise 
auBerordentlich groB,und zugleich ist sie in den Zellen der oberen Gelenk- 
hialfte etwas gréBer als in den Zellen der unteren Gelenkhialfte. Im Lichte 
bleiben die Permeabilitatskoeffizienten gréBer als im Dunkeln, und bei 
der Einwirkung von Ather sind diese Koeffizienten kleiner. 

Wir haben friiher erwahnt, da8 Fitting eine hemmende Wirkung von 
Salpeter auf die Plasmapermeabilitat annimmt, obwohl er diese Wirkung 
nicht zu beweisen vermochte. Wenn wir auf einen Augenblick voraus- 
setzen, daB die Annahme Fittings richtig ist, wiirde der hemmende, aber 
sehr langsam wirkende Einflu8 von Salpeter die Resultate meiner Versuche 
schon deshalb nicht andern, weil in parallelen Versuchen die Schnitte 
wahrend derselben Zeitlang in Wasser, sowie auch in Salpeterlésungen 
verblieben, so da8 eine kleine Permeabilitatsiinderung, wenn eine solche 
stattgefunden hatte, iiberall dieselbe wire. Somit halte ich die Einwande, 
welche Fitting gegen die Resultate meiner Versuche erhob, fiir widerlegt. 

Aus den Versuchsresultaten, welche von mir mittels der Methode der 
isotonischen Koeffizienten erhalten wurden, geht schon klar hervor, daB 
diese Methode die beste Methode zur Feststellung der Permeabilitats- 
anderungen des Protoplasmas darstellt. Mit ihrer Hilfe war ja die Ver- 
gréBerung der Permeabilitit infolge der Verstarkung der Beleuchtung 
und die Verkleinerung derselben unter dem Einflu8 der Narkotika entdeckt 
worden, welche spater durch andere Methoden bestatigt wurden. Ich méchte 
hier daran erinnern, da8 ich die Verminderung der Permeabilitaét nach 
Verdunkelung an Gelenkzellen durch eine andere plasmolytische Methode 
und auch durch ein direktes Abwiagen der aus den Gelenkzellen exosmieren- 
den Stoffe beweisen konnte!). Die Verminderung der Permeabilitat durch 


nach der Formel pv, = | — 


1) Man siehe meinen Aufsatz in Beiheften z. Bot. Centralbl. 1909, 8. 321. 
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Narkose wurde aber bald nach dem Erscheinen meiner Arbeit allgemein 
anerkannt. 

Hier méchte ich noch die Arbeit von Segel zitieren, welche im Jahre 1915 
in russischer Sprache erschien'). In dieser Arbeit wurde die Anhaiufung 
von Anilinfarben durch Spirogyra, Trianea bogotensis (Wurzeln und 
Wurzelhaare), Lemna minor (Wurzeln), Azolla coroliniana (Wurzeln und 
Wurzelhaare), Elodea densis (Blatter) und Primula sinensis (Epidermis- 
zellen von der unteren Blattseite) unter verschiedenen Bedingungen studiert 
und eine Verminderung der Geschwindigkeit der Farbstoffanhiufung, 
hervorgerufen durch niedrige Temperaturen, Verdunkelung und Narkose 
konstatiert. Da diese Arbeit bis jetzt nur in russischer Sprache veréffentlicht 
worden ist, méchte ich hier einige Versuche, welche in dieser Arbeit be- 
schrieben sind und die Einwirkung von Licht und Narkose betreffen, 
skizzenhaft referieren. 

In den Versuchen mit der Farbstoffspeicherung im Lichte und im 
Dunkeln wurden Blattchen von Elodea densis in eine mit Knopscher Lésung 
(0,5 Proz.) gefiillte Glasschale gebracht und dem zerstreuten Sonnenlicht 
ausgesetzt, wobei die Blattchen von allen Seiten mittels Spiegels beleuchtet 
wurden. Eine andere Portion von Blattchen wurde in dieselbe Lésung und 
in den schwarzen Kasten gebracht. Nach Verlauf von 2 Stunden wurden 
die beiden Portionen von Blattchen in dieselbe Knopsche Lésung gebracht, 
die aber entweder Methylenblau oder Neutralrot (Konzentration: 
0,0004 Proz. und in anderen Versuchen 0,0008 Proz.) enthielt und nachher 
die erste Portion im Lichte, die andere — im Dunkeln belassen. Das Zu- 
setzen der Knopschen Mischung ist beim Studium der Farbstoffspeicherung 
sehr niitzlich, weil dadurch die Adsorption von Farbstoffen durch die 
Zellwiinde vermieden wird. Nach Verlauf von 3 bis 8 Stunden erwies sich 
stets, daB die Blattchen im Lichte viel mehr Farbstoff absorbiert hatten 
als im Dunkeln. Man machte alsdann farbphotographische Aufnahmen 
der gefairbten Blaittchen, welche spiter in einer Sitzung der Gesellschaft 
der Naturforscher in Kasan demonstriert- wurden. Die gefairbten Kopien 
dieser Photographien sind zur Arbeit beigelegt. 

Die Versuche mit der Einwirkung von Ather und Chloroform auf die 
Farbstoffspeicherung wurden an Spirogyra, Trianea, Lemna und Elodea 
gemacht. Die Konzentrationen von Methylenblau und Neutralrot waren 
0,0004 und 0,0008 Proz., diejenigen von Chloroform waren 0,1 und 0,05 Proz., 
diejenigen von Ather 2 und 2% Proz. 

Die Haare von Trianea waren nach dem Verbleiben in chloroformhaltigen 
Lésungen von Methylenblau wihrend 40 Minuten bis 24% Stunden immer 
schwiicher gefirbt als nach dem Verbleiben wihrend derselben Zeitlang in 
chloroformfreien Lésungen. 

Die Wurzeln von Lemna wurden zu demselben Zwecke in den Lésungen 
wahrend 12 bis 16 Stunden gehalten. Das Resultat war dasselbe. Besonders 
groB war aber der Unterschied zwischen narkotisierten und _nicht- 
narkotisierten Elodea-Blattern (Einwirkung dauerte 3 bis 20 Stunden). 
Der Unterschied in der Farbung wurde ebenfalls durch eine farbphoto- 
graphische Aufnahme demonstriert. 

Wenn man statt Methylenblau Neutralrot verwandte, so war das 
Resultat entgegengesetzt. Die narkotisierten Objekte speicherten Neutralrot 


1) Segel, Uber die Ursache der selektiven Permeabilitat des Protoplasmas. 
Traveaux de la societé de naturalistes 47, H. 4, Kasan 1915 (russisch). 
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schneller als die nichtnarkotisierten. Diese entgegengesetzte Wirkung der 
Narkotika auf die Speicherung von Methylenblau und Neutralrot ist voll- 
kommen verstindlich, weil Chloroform und Ather das Auflésen von Methylen- 
blau im Protoplasma hemmen, das Auflésen von Neutralrot férdern. 
Chloroform lést das trockene Methylenblau nur sehr schwach, Ather list 
es gar nicht. Nach dem Zusatz von Wasser zu einer Lésung von Methylen- 
blau in Chloroform zieht Wasser den Farbstoff sofort aus, und Chloroform 
wird farblos. Wenn eine wisserige Lésung von Methylenblau mit Chloroform 
oder Ather geschiittelt wird, so bleiben die letzteren farblos. Im Gegenteil, 
lést sich Neutralrot gut in Chloroform und Ather (gelbe Lésung) und nach 
dem Zusatz von Wasser zu Lésungen dieses Farbstoffs in Chloroform oder 
Ather, farbt sich Wasser nur sehr schwach rosa, wahrend Chloroform und 
Ather ebenso intensiv gelb gefairbt bleiben. Nach dem Zusatz von Chloroform 
und Ather zu wiasserigen Lésungen von Neutralrot farben sich diese Stoffe 
sofort gelb, Wasser wird dagegen in groBem Grade entfirbt. 


SchluB. 


1. Die Methode der isotonischen Koeffizienten zur Feststellung 
der Permeabilitatsinderungen des Protoplasmas basiert auf einer 
festen physikalisch-chemischen Grundlage: der im Osmometer beob- 
achtete hydrostatische Druck ist infolge der Permeabilitit der Membrane 
fiir gelésten Stoff kleiner als der theoretisch berechnete osmotische 
Druck. 

2. Der EinfluB der Permeabilitaét des Protoplasmas auf die osmo- 
tische Kraft des Zellsaftes und der plasmolysierenden Lésungen ist 
ebenfalls bewiesen. Dieser Einflu8 ist von der Ansammlung des in 
das Protoplasma eindringenden Stoffes im Zellsaft unabhingig. 

3. Die Methode der isotonischen Koeffizienten kann Anderungen 
der Permeabilitit des Protoplasmas um 20 bis 3 Proz. ihrer GréBe ent- 
decken. Sie vermag aber die PermeabilititsgréBe nur annahernd zu 
bestimmen. 

4. Die Versuchsresultate werden wenig und nur quantitativ ge- 
andert, wenn man anstatt volumnormaler Konzentrationen die Kon- 
zentrationen in Gramm-Mol auf 1000 g Wasser benutzt und die theo- 
retischen isosmotischen Koeffizienten nach der Gefrierpunkts- 
erniedrigung (statt elektrische Leitungsfahigkeit) berechnet. 

5. Die Einwiinde Fittings gegen die Methode der isotonischen 
Koeffizienten sind unbegriindet. 

6. Die Resultate, welche zuerst mittels der Methode der isotonischen 
Koeffizienten erhalten waren, wurden auch durch andere Methoden 
bestiitigt. Durch diese Methode wurde die Permeabilitétsverminderung 
unter dem Ejinflu8 der Verdunkelung oder von Narkotika und Per- 
meabilitaitsinderung unter der Wirkung der Richtungsinderungen der 
Schwerkraft bewiesen. 
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7. Von den plasmolytischen Methoden ist die Methode der iso- 
tonischen Koeffizienten die beste, weil ihre Resultate von Anderungen 
der Zellsaftkonzentrationen beinahe unabhingig sind und weil die 
Zellen bei der Anwendung dieser Methode nur eine verhaltnismiBig 
kurze Zeit unter anomalen Bedingungen verbleiben. 

8. Die von Fitting beschriebene Wirkung der Wasserung auf die 
Erhéhung der Grenzkonzentrationen von Glycerin’ soll néaher 
untersucht werden, weil sie wahrscheinlich von einer Ungenauigkeit 
der Methode herstammt. 


Biochemische Zeitschrift Band 142. 21 
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Untersuchungen iiber die Hypophysengewichte von Pferden. 


Von 
Yutaka Saito. 


(Aus dem physiologischen Institut des Tokio-Charity-Hospital.) 


(Eingegangen am 2. September 1923.) 


Die Hypophyse ist im Laufe des Lebens in bezug auf ihre Grobe 
mannigfachen Veranderungen unterworfen. Bekanntlich zeigt sich im 
Laufe der Entwicklungsjahre eine deutliche Abhaingigkeit der Hypo- 
physe von der wachsenden Geschlechtsfunktion. Hypogenitale Zu- 
stiinde gehen haufig mit VergréBerung der Hypophyse einher. Be- 
sonders deutlich ist gerade beim weiblichen Geschlecht wihrend der 
Graviditat wie tiberhaupt bei jeder Anschoppung der Uterusschleimhaut 
(Menstruation, Brunstzeit) Zunahme an Hypophysensubstanz beob- 
achtet. Die Veranderungen, die die Hypophyse in der Graviditit, 
bei Wachstumsvorgiingen erleidet, sitzen stets in dem driisigen Teile 
des Organs, d. h. im Vorderlappen. So haufig diese Befunde auch durch 
mannigfache Einzeluntersuchungen an Mensch und Tier erhoben sind, 
so vermift man doch eine an gréBerem Material einheitlich durch- 
gefiihrte Statistik. 

Mir selbst war es vergénnt, 2 Jahre hindurch die Hypophysen 
mehrerer 100 Pferde untersuchen zu kénnen. Es handelte sich gréBten- 
teils um Stuten, die zur Serumgewinnung im hygienischen Institut 
standen, kérperlich gesund und von fast gleichem K6rpergewicht 
waren. Das Alter der Tiere lag zwischen 5 und 17 Jahren, in den weitatis 
meisten Fallen zwischen 7 und 10 Jahren. 

Die Hypophysen wurden stets auBerst schonend sofort nach dem 
Tode des Tieres herausgenommen und auf Lingen- und Gewichts- 
verhiltnisse hin untersucht. Die Herauslésung aus der Sella turcica 
war leicht, denn von 373 Hypophysen wurden nur bei sechs Tieren 
Verwachsungen beobachtet. Die Trennung von Vorder- und Hinter- 
lappen geschah unter Zuhilfenahme der Lupe. 

Die einzelnen Wagungen ergaben folgende Durchschnittswerte bee 
nicht trichtigen Stuten: 
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| K6rper- | Hypophyse ‘Vorders ” Hinter | procures 





| 
= | gewicht ewicht lappen — lappen | mg pro kg Jahreszeit 1919, 1920 
N | kg g g g | Korperzew. 
| ee 1 Fens 
31 } 329,2 7s > 80 0,72 5,2 | Januar 
39/ 319,1 180 | 1,18 0,62 5,6 Februar 
26) 338,7 190 |; 1,30 0,60 5,6 Marz 
38 | 331,5 1,80 120 | 0,60 5.4 = April 
43|| 345.5 180 | 1,20 0,60 5,2 | Mai 
33, 344,1 2,0 | 1,40 | 0,60 5,8 | Juni 
40 347,5 2.0 | 1,40 | 0,60 5,1 Juli 
38 336,0 190 | 1,20 0,70 5,7 | August 
18 331,9 1,90 1,20 | 0,70 5,7 September 
16; 313.5 1,70 0,99 | 080 5,4 Oktober 
28) 364,2 180 | 1,20 | 0,60 4,9 November 
22); 3322 1,90 | 1,30 mi hh... ae 5,7, Dezember 
372|| 3361 | 184 | 120 | 064 | 55 
Durchschnittswerte von Wallachen. 
14|| 3329 | 176 | 1,06 0,70 | 5,3 
Durchschnittswerte von trachtigen Stuten. 
6! 382.5 206 °° F060 | Omer os |(10. bis 11. Mens.) 
Durchschnittswerte beim normalen Rind. 
54), — fe OR OR he BBs ber ee 
Durchschnittswerte beim Menschen. 
4|| 29,57) 0,88 | —- a | 298  ||3 bis 5 Tage post partum.) 
2) 22 | 0,03 — — | 13,7 _ |(Neugeborene) 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, zeigt die Hypophyse der unter- 
suchten normalen Stuten durchschnittlich das gleiche Gewicht. Eine 
leichte Gewichtszunahme findet sich in den Friihsommermonaten Juni 
und Juli, die Zunahme ist auf die eigentliche innersekretorische Driise, 
den Vorderlappen, beschriinkt. Ob diese mit physiologischen Zustianden 
zusammenhingt, ist nicht klar, da es fiir Pferde keine eigentliche Brunst- 
zeit geben soll. Die Hypophyse des Wallachs bleibt im Gewicht des 
Vorderlappens und damit der Gesamtdriise hinter dem der Stute 
zuriick (leider fehlt ein Durchschnittsgewicht der Hypophyse von 
Hengsten, so daB man hatte entscheiden kénnen, ob es sich bei den 
Kastraten um Vermehrung oder Verminderung des Gewichtes handelt). 
Nach den allgemeinen Anschauungen wire eine Zunahme zu erwarten 
gewesen. Deutlich war der Gewichtsunterschied der Hypophysen von 
trichtigen und nicht trachtigen Stuten. Da fiir die Rinderhypophysen 
Angaben iiber Alter und Gewicht der Tiere fehlen — die Driisen waren 
vom Schlachthof bezogen —, iaBt sich nur mit Vorsicht sagen, daB 


1) Das Durchschnittsgewicht der normalen erwachsenen Japanerin 
betragt etwa 35 kg. 
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die Rinderhypophyse wenig hinter der des Pferdes zuriickbleibt. Die 
menschliche Hypophyse tiberragt, auf Korpergewicht bezogen, weit die 
Gewichtszahlen der untersuchten Tiere, die Sauglingshypophyse war 
2,5mal, die von Graviden finf- bis sechsmal gréBer. 

Nachdem das Gewicht der frisch entnommenen Driise bestimmt 
war, wurden die einzelnen Teile auf ihre pharmakologische Wirksamkeit 
hin untersucht. Zu diesem Zwecke wurden die isolierten Lappen in 
der Reibschale zerrieben, mit der fiinffachen Menge 0,9proz. NaCl- 
Lésung aufgeschwemmt und 24 Stunden bei 0° stehengelassen. Zur 
Sterilisation wird das Filtrat mit 0,5 Proz. Phenol versetzt. 


Im Tierversuch wurde die Wirkung des Hinterlappenextraktes auf den 
Meerschweinchenuterus, ferner auf den Mausedarm gepriift. 

Drei am Ende der Trachtigkeit befindlichen Meerschweinchen wurde je 
0,lcem 20proz. Hinterlappenextraktes subkutan injiziert. Der Erfolg 
zeigte sich in sofort einsetzenden starken Wehen mit starker Kontraktion 
der Bauchpresse, die bei einem Tiere zum Partus fiihrten. 

Bei einem ohne Narkose laparatomierten, nicht trachtigen Meer- 
schweinchen war nach Injektion von 0,lcem 20proz. Hinterlappen- 
extraktes gleichfalls starke Kontraktion des Uterus zu beobachten. 

Zur Untersuchung der Darmwirkung erhielten drei 13g schwere 
Mause, nachdem sie zuvor mit Hafer, Reis und Brot gefiittert waren, von 
einem bestimmten Zeitpunkt an mit Fuchsin gefirbtes Futter. Zu einer 
Zeit, in der der gefarbte Speisebrei den oberen Diinndarm erreicht hatte, 
wurden die Tiere laparatomiert. Darauf wurde jeder Maus 0,01 cem 20proz. 
Hinterlappenextraktes subkutan injiziert. Sofort trat starke Peristaltik 
des gesamten Darmkanals ein, die 5 Minuten lang anhielt. Deutlich konnte 
man an der Grenze zwischen gefiirbtem und ungefirbtem Darminhalt 
die rasche Vorwartsbewegung erkennen. Bei einem in gleicher Weise vor- 
behandelten Tiere, das aber keine Injektion erhielt, sah man den Darm- 
inhalt nur langsam vorwartsschreiten. 

Intravenése Injektion von 1 bis 2cem des Hinterlappenextraktes 
rief bei kreiBenden Frauen (13 Falle) durchschnittlich schon nach 9 Minuten 
starke Wehen hervor. Asphyxie des Kindes infolge zu heftiger Uterus- 
kontraktion wurde zweimal beobachtet. AuSerdem wurden Blutdruck- 
steigerung, Pulsverlangsamung und Harnvermehrung beobachtet. Die 
Hypophysenextrakte von Wallachen erschienen etwas schwacher wirksam 
als die Extrakte normaler Tiere (10 Fille). Am deutlichsten zeigte sich 
die Wirkung nach Injektion von Material, das von trachtigen Stuten ge- 
wonnen war (4 Fille), eine Tatsache, die man bei physiologischer Be- 
trachtungsweise auch erwarten diirfte. Infundibularextrakt (1 ccm, 1 Fall) 
hatte nur ganz geringe Wirkung. Vorderlappensubstanz hat tiberhaupt 
keinen erkennbaren Einflu8 auf den Uterus der gebarenden Frau und konnte 
die Hinterlappenwirkung in keiner Weise beeinflussen. Auch das Mittel- 
lappenkolloid zeigte nur eine ganz geringe Uterusaktivitiat. 

Die hergestellten Hinterlappenpraparate behielten relativ lange Zeit 
ihre Wirksamkeit. Erst nach 5 bis 6 Monaten nahm ihre Kraft ab, und 
nach einem Jahr waren sie etwa ein Drittel so wirksam als urspriinglich. 

Im Serum von KreiBenden konnte die Wirkung des uterotonen Hormons 
bei Ubertragung auf andere Gebirende und auf Wéchnerinnen nicht nach- 
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gewiesen werden. Die Versuche wurden folgendermaSen ausgefiihrt: Von 
gebarenden Frauen wurde kurz vor Austritt des kindlichen Kopfes auf der 
Hohe einer starken Wehe aus der Armvene Blut entnommen. Je 10 ccm 
Serum aus diesem Blut wurden anderen Gebarenden, deren Wehen schwach 
waren, intravenés injiziert. Eine Verstérkung der Wehen trat darauf nicht 
ein. Ebensowenig wurde die Retraktion des Uterus in den ersten Tagen 
des Wochenbettes durch Injektion des Serums von Gebirenden be- 
schleunigt. 


Zusammenfassung. 

Aus einem gréBeren Material von Pferden werden die Gewichts- 
verhiltnisse der Hypophysen in verschiedenen Jahreszeiten und unter 
Beriicksichtigung des Geschlechtes untersucht. Dabei ergibt sich bei 
Stuten ein Mehrgewicht in den Monaten Juni und Juli. Die Hypophysen 
trachtiger Stuten sind erheblich schwerer als die von nicht trachtigen, 
die von Wallachen deutlich leichter. Die Gewichtsunterschiede sind 
bedingt im wesentlichen durch den Anteil des Vorderlappens. 
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Zur Kenntnis der spezifischen Asche der EiweiSkérper. 


Von 
4 R. Mieses. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Krankenanstalt Rudolf-Stiftung 
in Wien.) 


(Eingegangen am 2. September 1923.) 


Seit den ersten Bestrebungen der Reindarstellung der EiweiB- 
kérper hat sich als eine ritselhafte Tatsache ergeben, daB auch bei 
‘ den subtilsten Reindarstellungsversuchen die Eiwei®kérper immer 
einen als Verunreinigung angesehenen Gehalt an anorganischer Substanz 
aufweisen. Bei der hohen und noch nicht aufgeklirten Bedeutung, 
die die anorganischen Salze bzw. der Mineralstoffwechsel tiberhaupt 
im Organismus spielt, lag es nahe, der Frage nachzugehen, ob diese 
Mineralbestandteile wirklich als eine Art Verunreinigung anzusehen 
waren, oder ob nicht in diesem scheinbar untrennbaren Gehalt an 
anorganischer Substanz nicht ein wesentlicher Zusammenhang zu er- 
kennen ware. So ist z. B. bekannt, da8 Fibrin einen ziemlich konstanten 
Gehalt an phosphorsaurem Kalk besitzt, und daB ebenso wie z. B. das 
Hamoglobin als Eisentriger des EiweiBes erscheint, auch andere EiweiB- 
kérper ganz bestimmte Verbindungen mit anorganischen Substanzen 
eingehen, und da8 vielleicht darauf die Untrennbarkeit von Asche- 
bestandteilen zuriickzufiihren sei. Auf Anregung von Prof. Freund 
habe ich nun versucht, unter méglichst gleichmaBigen Bedingungen 
die EiweiBfraktionen des Blutserums zu fraktionieren und zu dialysieren, 
und dann deren Aschegehalt zu untersuchen und miteinander zu ver- 
gleichen. 


Versuchsanordnung. 

Das EiweiB, das im Rinderserum enthalten ist, wird mittels um- 
kristallisierten Ammonsulfats fraktioniert ausgesalzen. Zuerst wird das 
Serum auf Drittelsattigung (spezifisches Gewicht 1,0854) gebracht, wobei 
Euglobulin ausfallt ; aus dem Filtrat fallt bei Halbsattigung (spezifisches 
Gewicht 1,1282) Pseudoglobulin aus, schlieBlich wird aus dem Filtrat 
des Pseudoglobulins bei Ganzsittigung Albumin ausgesalzen. Beim 
Filtrieren wird der jeweilige Niederschlag mit entsprechender Ammon- 
sulfatlésung (Drittel-, Halb- und Ganzsittigung) gut ausgewaschen 
(was manchmal tagelang gedauert hat) und in destilliertem Wasser 
gelést. Das Albumin ergibt eine klare Lésung, die Globuline eine 







































































R. Mieses: Spezifische Asche der Eiwei8kérper. 313 


triibe, die dann wahrend der Dialyse in zwei Teile, den in Wasser ge- 
losten und den darin unléslichen zerfallen. 

Die Dialyse der mit Toluol versetzten EiweiBlésungen geht in 
Pergamentbeuteln gegen destilliertes Wasser vor sich. Der EndprozeB 
wird durch Abwesenheit des NH,-Ions angezeigt (Nesslers Reagens). 
Dann werden die wasserléslichen Teile der Globuline von den unléslichen 
durch Zentrifugieren getrennt. Die wasserunléslichen Globuline werden 
in Essigsiure gelést’). Das Quantum einzelner EiweiBlésungen wird 
gemessen und der Trockengehalt bestimmt. 


Resultate. 
Die EiweiBlésungen werden in Platinschalen unter Zugabe von 
Ammonnitrat vorsichtig verascht, in gewogene Platintiegel gespiilt, 
leicht gegliiht und gewogen. 


Durchschnittlich verhielt sich das Gewicht des wasserléslichen 


Pseudoglobulins zu dem wasserunléslichen wie 10:21, das des wasser- 
léslichen Euglobulins zu dem wasserunlislichen Teile wie 29: 16. 





I} Eiweif. i Aschegehalt 
Nr, || || trockengehalt || buapee 
: | g | g Proz. 
1 | Albumin 
as a et 7,0006 0,0246 0,35 
Maile? hic Wk 26 cae Slog tes tab, Ze 53256 | 0,0201 0,37 
RE ae DPS SRY Ea eee 5,3062 0,0414 0,78 
2 | Pseudoglobulin, wasserunléslich: 
Hae URSTIES EV i ag? RL AS a SPW peg 2,9030 0,0093 0,32 
Mis cavieiig bo gla  on epic rece 5,7437 0,0150 0,14 
ee ie we ae ie bee ar ace 4.8031 0,0135 0,28 
Ee a ee WLM aie Es 4,8280 0,0153 0,32 
3 Pseudoglobulin, wasserléslich: 
Bre nrg oe eT eek ae 2,5567 0,0066 0,26 
Wee oo eta’ ee ee 3,9240 0,0091 0,23 
ey ee ke Rel ee hap GR RR 2,9640 0,0164 0,5 
4 Euglobulin, wasserunléslich: 
| RR M24 Re 5,3916 0,0055 0,16 
_ SIR: ae 4,1412 00077 0,17 
tate Ch age a ne 3,57 0,0116 0,32 
re ee ee a a 4,41 
Bs eS aay a iiss al, 3,30 0,0251 0,83 
5 | Euglobulin, wasserléslich: 
“a Be as Ce 1 ears 11,1348 0,0109 ~=—-0,10 
i iia Oe a ett ty yay 7,4445 0,0099 0,13 
EE ae a COPE ae gee nl ee ae 1,8184 0,0053 0,29 
eet ee at ook 4.7256 
ates wear ae a 87660; | 90397 | 0,29 


1) Es bleibt nach dem Zentrifugieren noch ein ganz geringer Riickstand, 
der in Essigséure unldslich ist. 

2) Die lateinischen Buchstaben a, b, c, d, e, bezeichnen die nacheinander 
verarbeiteten verschiedenen Seren, von denen je | Liter verarbeitet wurde. 
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Die erhaltenen Resultate geben kein eindeutiges Bild. Es wiederholt 
sich zwar 6fters der Aschegehalt, der etwa 0,3 Proz. des TrockeneiweiBes 
entspricht, und zwar bei den verschiedensten Fraktionen, andererseits 
finden sich bei verschiedenen Fraktionen auch andere Werte, die um so 
interessanter erscheinen, als sie nicht etwa eine unregelmaBige Er- 
héhung zeigen, sondern entweder das Doppelte oder die Halfte dieses 
Wertes. Es braucht nicht besonders hervorgehoben zu werden, daB 
in genauester Weise Kontrolle dariiber geiibt wurde, also nicht etwa 
ein Wiegefehler diese UnregelmaBigkeiten verursacht hat. Ein Blick 
auf die Tabelle zeigt, daB die erhéhten Zahlen nicht nur bei einem 
Serum, sondern auch bei anderen gefunden worden sind, so da wir 
als Ergebnis der Untersuchung festhalten miissen, daB eine bestimmte 
Beziehung zwischen den EiweiBfraktionen und ihren Aschen bestehen 


_muB, die zwar nichts Spezifisches fiir die einzelnen Fraktionen zeigt, 


und deren Verschiedenheiten am ehesten auf den Grad der Dialyse 
bezogen werden diirften. 

Ein weiterer Unterschied hat sich aus der Trennung der Aschen 
in wasserléslichen und wasserunldéslichen Teil ergeben, wie die nach- 
folgende Tabelle zeigt: 














Nr Gesamtasche Mittelzahl 
| g Proz. Proz. 
1 | Albuminasche: 
ieee ke koe oe ka | 0,1036 
SRE ey Beary 0,0541 ! 
| Albuminasche, wasserlésliche Teile: | 
OM ee aE a ee Sey ek ag i 57,24, 51 94 
ne Bee at or ee ae | 0,0248 | 45,24 : 
Albuminasche, wasserunlésliche Teile: | 
BM ged: hess aes odo yd eee oe | 0,0412 | 42,76 48.76 
MR eats 6 Hari ce cee 8 ge | 0,0293 | 54,76 ; 
2 | Pseudoglobulin, wasserunléslich: | 
Bt et a gh eo ep a ee 
ARG p Re Reese he tats | 0,0135 i 
Pseudoglobulin, wasserlisliche Teile: | | 
et pw OOO EME es | 0,0057 11,34) | 1678 
Bee are Pn he er eee nae | 0,0080 | 22 | ' 
Pseudoglobulin, wasserunlésliche Teile: i 
Bee ee | 0,0455 | 88,66) | 95 99 
Be UA Gia EE 
3 || Pseudoglobulin, wasserléslich: i i 
ye es anc be eke a a || 0,0599 
PE ihe ar ig ras RE | 0,0204 
Pseudoglobulin, wasserlésliche Teile: | } 
BP Lis) alr wives Gig bee enes | 0,0323 -* i 55.96 
Se Pee epee ee | 00119 | 58 | . 
Pseudoglobulin, wasserunlésliche Teile: | 
ae Me Gy OF oe Te he Ger aes a he a 0,0276 46,08 i 44.04 
OE nee obey 8 een 0,0085 | 42 Wen, 
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Gesamtasche Mittclwert 
Nr. eae 
g Proz. |  Proz. 
| 
4 Euglobulin, wasserunléslich: 
Be cA a ie ie ee Re 0,0292 
em More ei kites ae roe 0,0251 
Euglobulin, wasserlésliche Teile: 
eS EE ae eS 0,0100 | 34,24) 
ee a a a 0.0079 | 3147) 3485 
Euglobulin, wasserunlésliche Teile 
Ree ee ea ee ee nS 0,0192 65,76 | 
ee ie) ee 0.0172 | 68,56)  °7,56 
5 | Euglobulin, wasserléslich: 
Og ee he tS aga ree as 0,0204 | 
eae OL eae ne kee 0.0397 | 
| Euglobulin, wasserlésliche Teile: | 
Beis GOV Ea SOE EE 0,0134 65,68 
Be oe coclviwys nie xe es 0.0215 | 55 | 60,34 
Euglobulin, wasserunlésliche Teile 
MR eg ksh WR haus bee 0,0070 | 34,32 39.66 
Me oes eae Paks eo ere eS 0,0182 45 : 


Wie ersichtlich ist, zeigen die wasserunléslichen Teile der Serum- 
eiweiBfraktionen: das wasserunlésliche Pseudoglobulin wie das wasser- 
unlésliche Euglobulin, exzessiv erhéhte wasserunlésliche Anteile der 
Asche, wihrend die wasserléslichen Fraktionen des SerumeiweiBes 
ein Uberwiegen der wasserléslichen Aschebestandteile zeigen, bei Pseudo- 
globulin mehr als bei Albumin, bei Euglobulin mehr als bei Pseudo- 
globulin. 

Das begreifliche Interesse durch Spezialuntersuchung die Ana- 
lysen zu erginzen, hat sich zuniachst beschranken miissen auf das Ver- 
haltnis von Phosphorsiure, Kalk und Magnesium, wie es sich aus der 
nachfolgenden Tabelle, in Prozenten auf 100 Teile Asche bezogen, 
ergibt: 





— P2Os Ca | Mg 
ES area Ree . ees MS | Proz. 
ERED ee ae 9,09 16,04 | 1,62 
Pseudoglobulin, wasserunléslich . | 32,87 9,3 3,40 
Pseudoglobulin, wasserléslich . . | 23,82 17,5 2,04 
Euglobulin, wasserunléslich . . . 32,28 13,65 2,95 
Euglobulin, wasserléslich .... = 15,51 19,11 1,77 


Es ist uns dabei klar, daB diese Phosphorsiurewerte nicht nur 
vom anorganischen, sondern auch vom organischen Phosphor des 
Lecithins und der Nucleine stammen, aber trotzdem scheint uns die 
Gesamtheit dieser Phosphorsiure charakteristisch. Es ergibt sich, 
daB beim Albumin das Verhiltnis von P,O, zu Ca ein aufsteigendes, 
bei den léslichen Anteilen der léslichen Globuline ein ungefahr gleiches, 
bei den unléslichen Anteilen ein absteigendes ist. Die wasserunléslichen 
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Fraktionen zeigen einen erhéhten Gehalt an Magnesium, die léslichen 
Anteile des Euglobulins und Pseudoglobulins den gleichen Mg-Gehalt; 
beim Albumin ist der Mg-Gehalt kleiner als bei den Globulinen. 

Fassen wir also die Resultate zusammen, so ergeben sie zwar 
noch kein Bild einer spezifischen Asche der einzelnen Fraktionen des 
SerumeiweiBes, aber immerhin haben sich ganz auffallende und charak- 
teristische Unterschiede in den einzelnen Aschebildern erkennen lassen. 
daB die Mineralbestandteile keine regellosen Beimengungen der rein 
dargestellten EiweiBkérper bilden, sondern Beziehungen existieren, die 
noch weiter studiert werden miissen. 


Literatur. 
Freund und Joachim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 1902. — Pick, 
Beitrage zur chem. Pathol. u. Physiol. 1, 1902. — Freund und Kaminer, 


diese Zeitschr. 46, 1912. — E. Freund, Wien. klin. Wochenschr. Nr. 3, 1909. 
— H.C. Haslam, Journ. of Physiol., London, 44, 1912. — Hugo Wiener, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 74, 1910. — Doerr und Berger, diese Zeitschr. 
181, 1922. 
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Versuche an iiberlebendem Carcinomgewebe. 
(Methoden.) 
Von 
Otto Warburg. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 3. September 1923.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Es liegt nahe, das Carcinomproblem dadurch anzugreifen, da8 
man die chemischen Umsetzungen vergleicht, die durch iiberlebendes 
Gewebe von Tumoren und von normalen Organen herbeigefithrt werden. 
Sind diese Umsetzungen nach Art und Geschwindigkeit gleich oder 
sind sie verschieden ? 

Die Frage ist nicht neu, ich erinnere an die Untersuchungen 
iiber den ,,Fermentstoffwechsel‘* der Tumoren, an die Arbeiten!) von 
Petry, Neuberg, Blumenthal, Buxton, Schaffer u. a. iiber die Autolyse, 
Lipolyse und Amylolyse des Tumorgewebes. — 

Geht man darauf aus, eine Erklirung fiir das Wachstum der 
Tumoren zu finden, so sind in erster Linie diejenigen chemischen 
Reaktionen ins Auge zu fassen, auf deren Kosten das Wachstum vor sich 
geht, die energrelieternden Reaktionen. Tut man das, so wird man zwei 
Mangel friiherer Versuchsanordnungen vermeiden, die mechanische Zer- 
stérung des Gewebes und den Zusatz antiseptischer Stoffe. Denn 
man weiB, daB die energieliefernden Reaktionen an die Struktur 
gebunden sind, und daB sie durch antiseptische Stoffe gehemmt werden. 

Die energieliefernde Reaktion, die bei geringstem Stoffumsatz die 
gréBten Energiemengen frei macht, ist die Sauerstoffatmung. Spaltungs- 


1) Literatur bei C. Newberg, Handb. d. Biochem. 2, 2. Teil, S. 380, 1909, 
und Blumenthal, Die chemischen Vorgiinge bei der Krebskrankheit. Berlin 
1910. 
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reaktionen liefern bei gleichem Stoffumsatz sehr viel weniger Energie. 
Soll also eine chemische Reaktion fiir die Zelle als energieliefernde 
Reaktion von Bedeutung sein, so mu8 ihr Stoffumsatz mindestens 
gleich dem Stoffumsatz der Sauerstoffatmung, im allgemeinen aber 
sehr viel gréBer sein. Beachten wir dies, verlangen also, daB die Energie, 
die frei wird, kommensurabel sei mit der Energie der Sauerstoffatmung, 
so ist der Kreis der Reaktionen, die uns interessieren, erheblich ein- 
geengt und umfaBt nicht Vorginge, wie Autolyse oder Lipolyse, die 
praktisch keine Energie liefern. 


Im folgenden soll eine Methode beschrieben werden, die es erlaubt, 
mit tiberlebendem Carcinomgewebe in vitro quantitative Versuche aus- 
zufiihren. Die Methode arbeitet mit wenigen Milligrammen Gewebe, mit 
Versuchszeiten von 30 bis 60 Minuten und liefert Werte, die auf 5 bis 
7 Proz. genau sind. 

Die Anwendung auf ein transplantables Tiercarcinom — das 
Flexnersche Rattencarcinom — ergab zwei Resultate. Das erste laBt 
sich dahin zusammenfassen, daB die Sauerstoffatmung der Tumorzelle'), 
sowohl hinsichtlicb ihrer GréBe, als auch hinsichtlich ihrer BeeinfluB- 
barkeit, ,,normal“ ist, d. h. sich nicht wesentlich von der Sauerstoff- 
atmung normaler Epithelzellen unterscheidet. 

Das zweite Resultat ist, daB die Tumorzelle Traubenzucker zu 
Milchsiure spaltet?), in einem Umfange, der die durch normale Epithel- 
zellen bewirkte Spaltung bei weitem iibertrifft. Diese Spaltungsreaktion 
verhialt sich gegen Narkotika wie eine energieliefernde Reaktion, sie 
erfillt ferner unsere hinsichtlich der UmsatzgréBe aufgestellte Forderung. 
Denn in 6 bis 10 Stunden spaltet der Tumor eine seinem Eigengewicht 
gleiche Zuckermenge, und die Energie, die hierbei frei wird, betragt 
35 bis 42 Proz. der Energie der Sauerstoffatmung. 


Die ersten Messungen der Tumoratmung und der Zuckerspaltung 
durch Tumoren hat Herr Laborant Hamann im vergangenen Jahre 
ausgefiihrt. Anfang dieses Jahres iibernahm Herr Dr. Seigo Minami 
die Fortsetzung der Versuche. Er wird in der folgenden Arbeit selbst 
die Resultate seiner Messungen mitteilen, waihrend ich mich in der 
vorliegenden ersten Arbeit auf die Beschreibung der Methoden be- 
schrinke. 


1) Auf eine Arbeit von Russell und Gye iiber die Atmung von zerriebenem 
Tumorgewebe (The British Journ. of exper. Pathol. 1, H. 4, 1920) wird in 
der folgenden Arbeit naher eingegangen werden. 

2) O. Warburg und Seigo Minami, Klin. Wochenschr. 2, Nr. 17, 1923. 
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Einteilung. 
I. Die Berechnung der Grenzschnittdicke. 
II. Die Herstellung der Gewebeschnitte. 


III. Die Messung der Sauerstoffatmung. 
(Apparatur, Berechnung, Bemerkungen.) 


IV. Definition der AtmungsgréBe. 
V. Die Glykolyse. 
VI. Die Messung der Glykolyse. 
(Apparatur, Berechnung, Bemerkungen.) 
VII. Definition der GréBe der Glykolyse. 
VIII. Versuche mit gréBeren Gewebemengen. 


I. Die Berechnung der Grenzschnittdicke. 


Wir betrachten einen Gewebeschnitt in einer Lésung, aus der er 
Stoffe verbraucht und an die er Stoffe abgibt. Ist der Stoffverbrauch 
groB und der Gewebeschnitt dick, so wird sich, wegen der Langsamkeit 
der Diffusion, nur eine mehr oder weniger tiefe Rindenschicht des 
Gewebes an dem Stoffwechsel beteiligen, der Kern des Schnittes da- 
gegen untitig bleiben. MiBt man den Stoffumsatz und bezieht ihn 
auf die Gewichtseinheit Gewebe, so erhalt man schwankende und 
quantitativ nicht verwertbare Resultate, weil das Verhiltnis zwischen 
tatigen und untitigen Gewebeteilen wechselnd und gianzlich un- 
definiert ist. 

Lassen wir die Dicke des Schnittes fortgesetzt abnehmen, so 
nimmt mit der Linge des Diffusionsweges auch der untatige Gewebe- 
anteil ab und verschwindet schlieBlich. Die Schnittdicke, bei der dies 
eintritt, wollen wir als ,,Grenzschnittdicke bezeichnen, eine GréBe, die 
die obere Grenze der Schnittdicke angibt, tiber die nicht hinaus- 
gegangen werden darf, sollen die Messungen quantitativ verwertbar sein. 

Es ist klar, daB die Grenzschnittdicke von Fall zu Fall verschieden 
ist, weil sie von der GréBe des Stoffumsatzes, von der Diffusions- 
konstante der reagierenden Stoffe, von dem Einflu8 der Konzentrationen 
auf den Stoffumsatz und anderen Faktoren abhingt. Ihre Be- 
rechnung, die im allgemeinen auf groBe Schwierigkeiten st6Bt, soll 
hier fiir einen einfachen Fall, die Sauerstoffatmung, durchgefiihrt 
werden. 

MiBt man die Sauerstoffatmung einzelliger Organismen — also 
fiir sehr kleine Diffusionswege — bei verschiedenen Sauerstoffdrucken, 
so findet man sie in weiten Grenzen unabhingig vom Sauerstoffdruck. 
Es ist daraus zu schlieBen, daB der Verbrauch an Sauerstoff in weiten 
Grenzen unabhingig ist von der Sauerstoffkonzentiation in der Zelle, 
und von dieser die Rechnung vereinfachenden Tatsache wollen wir 


ausgehen. 
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Wir stellen uns einen durch parallele Flachen begrenzten Gewebe- 
schnitt von der Dicke d vor (Abb. 1), der in einer sauerstoffhaltigen 
Lésung so schnell bewegt werde, daB an der Grenze zwischen Schnitt 
und Lésung die konstante Sauerstoffkonzentration ¢) herrscht. Die 
Grundfliche des Schnittes sei g, d sei so klein, daB die Diffusion 
durch die Seitenwinde des Schnittes vernachlassigt werden kann. Der 

Sauerstoffverbrauch des Gewebes pro 











hz Achse Volum- und Zeiteinheit sei bekannt 
und werde mit A bezeichnet. D sei die 
Diffusionskonstante des Sauerstoffs fiir 
{ _}z die Gewebesubstanz. 
ama Wir legen die z-Achse (Abb. 1) senk- 


recht zur Grundfliche des Schnittes 
und fragen nach der Sauerstoffkonzentration c, die im stationaren 
Zustande in der Entfernung z von der Grundflache herrscht. 
Fassen wir ein Schnittelement von der Grundflache g und der 
Hohe dz in der Entfernung z von der Grundfliche ins Auge, so diffundiert 
in der Zeit dt an Sauerstoff in das Schnittelement hinein 


dc 
nt Di lhts 
I de dt+q 


und in der gleichen Zeit bei z + dz aus dem Schnittelement heraus 
de dc 
Da der Zustand stationar ist, so bleibt die Konzentration des 
Sauerstoffs in dem Schnittelement konstant, und die Differenz zwischen 
dem, was bei z in das Element hineingeht, und dem, was bei z + dz 
aus dem Element herausgeht, muB gleich dem verbrauchten Sauer- 
stoff sein: 


de de d?¢ 
— D. 7 -dt-q+D-— ‘dt-q+ D-q-—4-dz-dt = A-q-dz-dt, 


woraus folgt 

d?¢ _ A 7 

> fod (1) 

d. h., die Anderung des Gefilles in der Richtung der z-Achse ist konstant. 
Gleichung (1) ergibt integriert 

1A 


west 


2+ 0,2+C,. (2) 


Die Integrationskonstante C, eliminieren wir mit Hilfe der Beziehung 
c=c, fir z=0. Um die Integrationskonstante C, zu eliminieren, 
machen wir von nun an die Einschrankung, daB die Schnittdicken 
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zwischen Null und der Grenzschnittdicke liegen. Dann ist < 


fir z= : und Gleichnng (2) geht iiber in 


oe. PA 


ies hada 


d.z+ Cy. 


a d Ses ' 
Setzen wir hier z = 5, so erhalten wir die Sauerstoffkonzentration c, 


in der tiefsten Zellschicht 

A d? 

D8 

Fir kleine Werte von d wird c, nahezu gleich cy. Lassen wir d wachsen, 
so wird c, kleiner und scblieBlich gleich Null. Die Schnittdicke, bei 
der dies eintritt, ist die Grenzschnittdicke d, die mithin gegeben ist 
durch die Gleichung 


q% =C¢ 


A d? 
o = —- 


D8 
oder 


d= | sau'p- (4) 


Nach den Messungen von A. Krogh") diffundieren bei 38° durch 
einen Gewebequerschnitt von lqem pro Minute 1,4.10-> ccm 
Sauerstoff (0°, 760mm), wenn das Gefille 1 Atm. pro Zentimeter 
betragt. Setzen wir diesen Wert in (4) ein, also D=1,4.10~°, so 
ist ¢y in Atmospharen auszudriicken, A in 

Kubikzentimeter veratmeten Sauerstoffs 
Kubikzentimeter Gewebe . Minuten 
A ist verschieden je nach dem Gewebe, dessen Atmung wir messen. 


Als Beispiel waihlen wir Lebergewebe und setzen den von Barcroft 
und Shore*) gefundenen Héchstwert em, naimlich 5. 10~ 2, 


Wir finden so fiir die Grenzschnittdicke d': 
D A cy (Atm.) d’ (em) 
1,4.10-5 5. 10-2 as 4,7. 10-2 
1,4.10-5 5. 10-2 0,2 2.1.10-2 


Soll also der Gewebeschnitt in allen, auch den von der Oberflache 
entferntesten Teilen atmen, so muB er diinner sein als 4,7. 10~? cm, 
wenn er in reinem Sauerstoff atmet, und diinner als 2,i . 10>? cm, 


1) A. Krogh, Journ. of Physiol. 52, 391, 1919. 
£) Barcroft und Shore, ebendaselbst 45, 296, 1912. 
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wenn er in Luft atmet. Da die Herstellung von Schnitten um so 
schwieriger ist, je diimner sie sein sollen, so wird man die Atmung im 
allgemeinen in reinem Sauerstoff messen. 

Wie gro8 der Kohlensduredruck hierbei an irgend einer Stelle 
des Gewebes ist, kénnen wir leicht berechnen, wenn wir den Kohlen- 
siuredruck an der Schnittoberflaiche konstant halten. Die Rechnung 
ist ganz analog der oben fiir Sauerstoff durchgefiibrten. Ist der Kohlen- 
siuredruck an der Schnittoberfliche Null, so erhalten wir 


, 


_ = 
d= /s CO 4 ’ (5) 


wo d die aus Gleichung (4) berechnete Grenzschnittdicke bedeutet, 
A wieder die Atmung des Gewebes pro Volum- und Zeiteinheit, D’ die 
Diffusionskonstante fiir Kohlensiure, cj den Kohlensaiuredruck in der 
tiefsten Zellschicht. 

d’ ist fir Leber in reinem Sauerstoff gleich 4,7.10—-?cm. Die 
Diffusionskonstante der Kohlensiure ist nach Krogh!) 35mal gréBer 
als die Diffusionskonstante des Sauerstotfs, D' also 35.1,4.10~°. 
A ist gleich 5. 10~?, cy hier unbekannt. Lésen wir Gleichung (5) nach 
cy auf, so wird 

"\2 ” —2)\2 4 —2 
a ins . 9 _ (47 = ) sigs = 0,028 (Atm.). (6) 

Lassen wir also einen Schnitt von der Atmung 5.10~? und 
4,7.10~-2em Dicke in reinem Sauerstoff atmen und halten wir den 
Kohlensauredruck an der Schnittoberfliche auf Null, so stellt sich 
in der tiefsten Zellschicht ein Kohlensiuredruck cj von etwa 3/1) Atm. 
ein, entsprechend 3 Volumproz. Kohlensdéure. Schreiten wir in dem 
Schnitte von innen nach auBen fort, so nimmt der Kohlensaéuredruck 
von ¢ bis Null ab. c) ist der héchste Kohlensdiuredruck, der in dem 
Schnitte vorkommt. — 

Will man die Theorie priifen, so wird man Leberschnitte von 
verschiedener Dicke herstellen, ihre Atmung messen und die er- 
haltenen Werte auf die Gewichtseinheit Gewebe reduzieren. Schnitte, 
deren Dicke unterhalb der berechneten Grenzschnittdicke liegen, 
miissen — wenn die Theorie richtig ist — dieselben, von 
der Schnittdicke unabhingigen’ AtmungsgréBen ergeben. Uber- 
schreitet man die Grenzschnittdicke, so miissen die AtmungsgréBen 
abfallen. 


1) A. Krogh, |. c. Das Gefalle ist in Atmosphiren pro Zentimeter aus- 
gedriickt. Diese Ausdrucksweise ist ungewdhnlich, aber gerechtfertigt 
durch den Umstand, da8 man die Léslichkeiten der Gase in der Gewebe- 
substanz nicht kennt. 








a 











NT 





Versuche an tiberlebendem Carcinomgewebe, 323 


Die Priifung wurde an Leberschnitten ausgefiihrt und ergab (vgl. 
die folgende Arbeit) eine Ubereinstimmung mit der Theorie, wie sie 
besser auf Grund der gemachten Annahmen nicht erwartet werden 
konnte. 


II. Die Herstellung der Gewebeschnitte 


geschah mittels eines freihindig gefiihrten Rasiermessers, dessen Klinge 
mit Wasser befeuchtet war. Das zu schneidende Organ lag dabei auf 
Filtrierpapier und war an der das Papier beriihrenden Fliche mit 
Wasser befeuchtet. Es bedarf kaum der Erwihnung, daB die Organe, 
wie sie aus dem Korper kamen, nicht etwa in gefrorenem Zustande, 
geschnitten wurden. 

Es wurden immer mehr Schnitte, als man zum Versuche bendtigte, 
hergestellt. Sie wurden in eine Glasschale gelegt, mit der Schere ‘zu 
rechteckigen Scheiben zurechtgeschnitten und im durchfallenden Lichte 
verglichen. Man konnte so leicht die diinnsten und gleichmaBigsten 
Schnitte erkennen. Sie wurden ausgesucht und in eine zweite Glas- 
schale, deren Boden méglichst planparallel war, gebracht. Nach Unter- 
legung von Millimeterpapier wurde festgestellt, wieviel Millimeter- 
quadrate jeder Schnitt bedeckte, und daraus seine Flache berechnet, 
die 30 bis 50 qmm betragen sollte. 

Um das Volumen der Schnitte zu bestimmen, trockneten wir sie 
bei 100° bis zur Gewichtskonstanz. Das Trockengewicht, multipliziert 
mit 5, gab mit hinreichender Genauigkeit das Frischgewicht und das 
Volumen. 

Mit der Flache und dem Volumen der Schnitte war ihre Dicke 

; RPE 
gegeben, namlich als das Verhiltnis "Sizahe 
ist dies die ,,mittlere Dicke“, da die Schnitte in ihrer ganzen Ausdehnung 
nicht gleichmaBig dick waren. 

Es zeigte sich, daB es leicht ist, aus Leber oder aus Tumoren 
Schnitte von 0,2 bis 0,3 mm mittlerer Dicke zu schneiden, die au8erdem 
noch die gewiinschte Flachenausdehnung von 30 bis 50 qmm besitzen. 
Natiirlich ist die Herstellung dinner Schnitte um so schwieriger, je 
ausgedehnter in der Fiiche sie sein sollen. Die Ausdehnung der 
Schnitte darf ein gewisses MindestmaB nicht unterschreiten, weil sonst 
die Schnittgewichte zu klein werden. 

Beim Arbeiten mit Tumoren ist darauf zu achten, daB die 
Schnitte frei von nekrotischem Gewebe sind. Nekrotische Teile von 
Schnitten sind durch ihre gelbstichige Farbe von den weifen nicht- 
nekrotischen Teilen bei einiger Ubung mit unbewaffnetem Auge zu 
unterscheiden. 

Biochemische Zeitschrift Band 142. 
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Ill. Die Messung der Sauerstoffatmung. 
Die Apparatur?) 

zeigt Abb. 2 und 3. 

In Abb. 2 ist Th ein auf 37,5° einstehender Wasserthermostat. 
B ist ein Barcroftmanometer, das mit Hilfe einer Messingtasche in 
die Schittelvorrichtung Sch emgesetzt ist. Wie B kénnen fiinf weitere 
Manometer montiert werden. Ist die Triebrolle R in Bewegung, so 
schwingen die Manometer um die Achsen A mit einer Schwingungs- 
zahl von etwa 120 pro Minute. Die Exkursion einer Schwingung wird 
n.it Hilfe des verstellbaren Exzenters EZ passend 
eingestellt. Will man die Bewegung der Mano- 
meter unterbrechen — was jedesmal zur Ab- 
































Abb. 2. 


lesung der Manometerausschlige nétig ist — so legt man den Treib- 
riemen 7'r von der Triebrolle auf eine benachbarte Leerlaufrolle tiber. 

In Abb. 3 ist der ,,Atmungstrog abgebildet, der durch den Helm- 
schliff H mit dem Barcroftmanometer verbunden werden kann. G ist 
ein massiver Glasgriff, der zum Eindrehen des Troges in den Helmschliff 
dient. N ist eine feine, auf den Boden des Troges aufgeschmolzene 
Glasnadel, die den Gewebeschnitt S halt. 2 ist ein Einsatz. 

Zum Versuche wird zunichst der obere Rand des Troges paraffiniert, 
indem man ihn an dem Griff G faBt und mit dem offenen Ende etwa 
1mm tief in erwirmtes hochschmelzendes Paraffin kurz eintaucht. 
Die Paraffinierung des Randes hat den Zweck, ein Uberkriechen von 
Fliissigkeit tiber den Rand des Einsatzes zu verhindern. 

Nunmehr gibt man in den Hauptraum des Troges 0,5 ccm Ringer- 
lésung?), in den Einsatz !/,,ccm 5proz. Kalilauge, befestigt den Ge- 


1) Atmungstrége und Manometer beziehen wir von Hanff und Buest, 
Berlin, LuisenstraBe, die Schiittelvorrichtung von Mechaniker Stenzel, 
Berlin-Halensee, BornimstraBe 20. 4 

*) Ringerlésung: 100 ccm NaCl-, 2cem KCl-, 2 cem CaCl,- und 2 ccm 
NaHCO,-Lésung, alle dem Rattenserum (Gefrierpunktserniedrigung 0,56°) 


isoton. 
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webeschnitt so auf der Glasnadel, daB er vollstandig in die Ringer- 
lésung eintaucht, verbindet den Trog mit dem Barcroftmanometer, 
fiillt ihn unter Schiitteln von dem Hahn D (Abb. 2) aus mit Sauerstoff 
und verschlieBt den Tubus 7. Eine starke Feder (in der Abbildung 
nicht gezeichnet) wird tiber Trog und Helm gezogen, die verhindert, 
daB sich der Helmschliff beim Schiitteln lockert. 

Der Durchmesser der Manometerkapillare betraigt 0,8 bis 1,0 mm. 
Als Sperrfliissigkeit verwenden wir Brodiesche Flissigkeit. Sie 
besteht aus 500 ccm Wasser, 23g Natriumchlorid, 5g gallensaurem 
Natron und ist zur Abhaltung von Bakterien mit so viel alkoholischer 
Thymollésung versetzt, daB sie deutlich nach Thymol riecht. Die 
Brodiesche Fliissigkeit hat den Vorzug, daB sie Glas besser benetzt 
als Wasser, sowie die fiir Rechnungen bequeme Eigenschaft, daB eine 
Saule von 10000 mm Hohe gerade gleich dem Normaldruck, 760 mm 
Hg, ist. 

Sind die Atmungstrége mit shren Manometern verbunden und 
in die Schittelvorrichtung eingesetzt, so wird zunichst 10 Minuten 
zwecks Temperaturausgleich geschiittelt. Ist Temperaturgleichgewicht 
eingetreten, so bringt man die Sperrflissigkeit mittels der Schraube F 
auf eine bestimmte Marke M und beobachtet nun die Druckhanderungen, 
die bei konstantem Volumen auftreten, indem man die Sperrfliissigkeit 
im rechten Manometerschenkel immer auf die Marke M nachdriickt. 
Ein LeergefiB von der Form und den Dimensionen der Atmungstrége 
dient in bekannter Weise als Thermobarometer und korrigiert die 
beobachteten Manometerausschlige auf die Anfangsbedingungen der 
Temperatur und des Druckes. 


Eichung der GefaBe. 


Die Berechnung des Sauerstoffverbrauchs aus den Manometer- 
ausschligen erfordert die Kenntnis des Volumens v des Atmungstroges 
bis zum Meniskus M der Sperrfliissigkeit. Um v zu bestimmen, ver- 
fahren wir folgendermaBben: Wir verbinden den leeren, innen feuchten 
Atmungstrog mit seinem Manometer, spannen das Manometer nach 
Abb. 2 ein, wobei der Thermostat auf Zimmertemperatur steht, und 
senken bei offenem Hahn D die Sperrfliissigkeit um die Héhe 4h unter 
die Marke M. Dann schlieBen wir den Hahn D und driicken die Sperr- 
fliissigkeit in die Hohe, bis der rechte Schenkel wieder auf der Marke M 
steht. Dabei steige der linke Schenkel um die Héhe h, tiber M hinaus. 
Nunmehr fiillen wir in den Atmungstrog durch den Tubus 7’ (Abb. 3) ein 
bestimmtes Volumen Wasser — a ccm — ein und wiederholen die be- 
schriebene Manipulation. Dabei steigt der linke Manometerschenkel 
héher, weil dieselbe Gasmasse in einen kleineren Raum bineingedriickt 

22+ 
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wird, und zwar steige cr diesmal um die Hohe h,. Dann ist das gesuchte 
Volumen v (Atmungstrog + Kapillare bis zur Marke M) 


hy 
gt SE 
Wiahit man das eingedriickte Gasvolumen — das man nicht zu 
kennen braucht — so, daB die verfiigbare Manometerhohe voll ausgenutzt 


= 





(7) 


: e, 
wird, und a so, daB es etwa $ ist, so erhalt man das gesuchte Volumen 


mit einer Genauigkeit von einigen Prozenten. Vorbedingung ist, daB 
die Messung von h, und h, unter praktisch gleichen auBeren Temperatur- 
und Druckverhialtnissen vor sich geht, und zwar soll sich zwischen 
beiden Messungen die Zimmertemperatur um nicht mehr als 0,5°, der 
auBere Luftdruck um nicht mehr als 5mm Hg andern, Bedingungen, 
die im allgemeinen leicht einzuhalten sind. 

Ist das Volumen v bekannt und betraigt das Volumen der in den 
Trog eingefillten Flissigkeit vy, so ist das Volumen des Gasraumes 
vg gleich (v — vy). v, und vy sind die beiden Volumina, die in der 
Formel zur Berechnung des Sauerstoffverbrauchs vorkommen. 


Berechnung des Sauerstoffverbrauchs. 
Verschwindet oder entsteht in dem Atmungstroge irgend ein Gas, 
und betriigt die Anderung seines Partialdruckes h mm Brodie, so ist) 
die verschwundene oder entstandene Gasmenge 2 in Kubikmillimetern 


(0° 760 mm) 


273 
Ve = + Ure 
T= 


~ 10000’ 7 
wo T' die absolute Versuchstemperatur bedeutet, « den Absorptions- 
koeffizienten des Gases bei T° und vp, und vg in Kubikmillimetern 
auszudriicken sind. Ist also die Anderung des Partialdruckes h bekannt, 
so erhalten wir x durch Multiplikation von h mit dem in der Klammer 
stehenden Ausdruck — der ,,GefaBkonstante“ K. 

Verschwindet ein Gas, so ist h negativ, entsteht ein Gas, so ist h 
positiv. Je nach der chemischen Natur des Gases, dessen Partial- 
druckainderung hf ausdriickt, ist die GefiSkonstante verschieden, weil 
die Absorptionskoeftizienten « fiir die verschiedenen Gase verschieden 
sind. Wir unterscheiden die GefaiSkonstanten, indem wir ihnen die 
Symbole der Gase als Indices anfiigen, wie Ko, oder Kco.,. 

Bei der Atmung verschwindet Sauerstoff und entsteht Kohlen- 
siure. Hierbei andert sich jedoch in dem Atmungstrog der Partialdruck 


1) Die Ableitung der Forme! findet man in dieser Zeitschr. 100, 242, 1919. 
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nur eines Gases, des Sauerstoffs, wahrend der Partialdruck der Kohlen- 
siure durch die Kalilauge des Einsatzes immer nahezu auf Null gehalten 
wird. In diesem Falle ist also die am Manometer beobachtete Druck- 
anderung H gleich der Anderung des Sauerstoffpartialdruckes, und wir 
erhalten fiir die verbrauchte Sauerstoffmenge 


ZO, = H Ko,. (9) 


Je kleiner K, desto empfindlicher ist die Methode. Das Volumen 
des Atmungstroges war in unseren Versuchen etwa 4 ccm, das Volumen 
der eingefiillten Flissigkeiten 0,6 ccm, namlich 0,5 cem fir die Ringer- 
lésung und 0,1 ccm fiir die Kalilauge. Aus vg = 3400, vp = 600, 
T = 310,5 und a, = 0,024 berechnet sich fir Ko, ein Wert von etwa 
0,3, was bedeutet, daB ein Manometerausschlag von 1mm den Ver- 
brauch von etwa 0,3cmm Sauerstoff anzeigte. 


Bemerkung zu dem Bisherigen. 


Formel (8) ist unter der Voraussetzung abgeleitet, daB in dem 
Atmungstroge die Flissigke'ten mit den Gasen des Gasraumes gesattigt 
sind. Trifft diese Voraussetzung zu, so hat eine Vermehrung der 
Schiittelgeschwindigkeit auf die Manometerausschlige keinen EinfluB, 
eine notwendige und leicht anzustellende Kontrolle. 

Hat man sich ferner durch Variation der Schnittdicken tiberzeugt, 
daB die Schnitte hinreichend diinn sind, so sind die wesentlichsten 
Kontrollen ausgefiihrt und man ist sicher, daB das, was man miBbt, 
wirklich die Atmung des Gewebeschnittes in dem Atmungstroge ist. 
DaB diese Atmung — ihrer GréBenordnung nach — vergleichbar ist 
mit der Atmung im lebenden Tiere, geht aus den Zahlen der folgenden 
Arbeit hervor, ein Umstand, der dazu ermutigt, das Verfahren iiberall 
da zu benutzen, wo die Durchblutungsmethode aus irgend einem 
Grunde nicht anwendbar ist. 

Natiirlich wird man bestrebt sein, die Bedingungen in dem Atmungs- 
troge so physiologisch als méglich zu gestalten und wird besonders 
soleche Abweichungen von dem physiologischen vermeiden, von denen 
man weif, daB sie die Atmung beeinflussen. Von diesem Gesichts- 
punkte aus méchte ich mit einigen Worten auf zwei offenbar unphysio- 
logische Bedingungen des Verfahrens eingehen, auf die Wasserstoff- 
ionenkonzentration und den Kohlenséiuredruck in dem Atmungstroge 

Die Wasserstoffionenkonzentration bleibt in dem Atmungstroge an- 
genahert auf dem Neutralpunkte, wie man sich leicht durch Zugabe 
von Indikatoren zu der Ringerlésung iiberzeugen kann, und zwar deshalb, 
weil die aus dem Bicarbonat abdissoziierende Kohlenséure durch 
Atmungskohlensaure wieder ersetzt wird. Im Vergleich zu der py-Regu- 
lation im Kreislauf ist diese Regulation sehr roh, jedoch geniigt sie 
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fiir die bisher untersuchten Gewebe vollkommen. Denn variiert man 
Py mit Hilfe von Pufferlésungen weit tiber die in dem Troge vor- 
kommenden Grenzen, von 6,5 bis 8,5, so findet man keine wesentliche 
Beeinflussung der Leber- oder Carcinomatmung. Man sieht daraus, 
daB es nicht erlaubt ist, die Erfahrungen, die an dem Seeigelei!) be- 
ziiglich py gemacht sind, zu verallgemeinern. 

Der Kohlensduredruck in dem Gasraum des Atmungstroges wird 
durch die Kalilauge des Einsatzes nahezu auf Null gehalten. Der 
Kohlenséuredruck im Blute dagegen entspricht im Mittel einigen 
Volumprozenten Kohlensiure. Da man daran gedacht hat, die Kohlen- 
siure sei ein ,,Hormon“ der Atmung, so habe ich besondere Versuche 
tiber den Einflu8 des Kohlensaiuredruckes aut die Leber- und Carcinom- 
atmung angestellt. Hierbei wurde der Kohlensiuregehalt des Gas- 
raumes von einigen 1/,) bis zu 5 Volumproz. variiert, ein Unterschied 
der AtmungsgréBen jedoch nicht gefunden. 

Aus dem Gesagten ist zu schlieBen, daB die Abweichungen von 
den physiologischen Verhiltnissen, soweit sie die Wasserstoffionen- 
konzentration und den Kohlensiuredruck anbetreffen, bei dem Ver- 
fahren nicht von Belang sind. 


IV. Die AtmungsgréBe 
driicken wir durch den Quotienten 
Kubikmillimeter verbrauchten Sauerstoffs, 


Milligramm Gewebe . Stunden ‘ 
emm O, 
mg . Std. 
wir den in ¢ Stunden beobachteten Sauerstoffverbrauch durch ¢ und 
das Gewicht des Gewebes dividieren. 

Unter dem Gewebegewicht verstehen wir das T'rockengewicht der 
Schnitte. Wir bestimmen es, indem wir die Schnitte nach Beendigung 
der Atmungsmessung aus den Trégen herausnehmen und bei 100° 
bis zur Konstanz trocknen. In allen Fallen war der Stoffumsatz im 
Vergleich zum Gewebegewicht so klein, daB wir das Gewebegewicht 
wahrend der Versuchszeit als konstant betrachten konnten. 


abgekiirzt | Jaws. Wir erhalten also die AtmungsgréBe, indem 


1) O. Warburg, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 305, 1910. 
2) SachgemaBer ware es, die AtmungsgréBe auszudriicken durch den 
Gewichtsmenge verbrauchten Sauerstoffs 


Gewichtsmenge Gewebe . Zeit 





Quotienten - Dann wire die Di- 


mension ae , und der reziproke Wert wiirde die Zeit bedeuten, in der eine 
ei 

dem Gewebegewicht gleiche Gewichtsmenge an Sauerstoff veratmet wird. 

Doch wiirde diese Ausdrucksweise von der in der physiologischen Literatur 

iiblichen allzusehr abweichen. 




















— 





ag ree ae 


Versuche an iiberlebendem Carcinomgewebe. 329 


Die Versuchszeit betrug 4%, bis 1 Stunde. Innerhalb dieser Zeit 
anderte sich der auf die Zeiteinheit bezogene Sauerstoffverbrauch nur 
wenig, so daB es gleichgiltig war, welche Zeitintervalle zur Berechnung 
der AtmungsgréBe benutzt wurden. 

Die Einheiten, durch die wir die AtmungsgréBe ausdriicken, sind 
so gewahlt, daB sie sich eng an die beobachteten GréBen anschlieBen. 
Wir benutzen das Trockengewicht, nicht, wie im allgemeinen iiblich, das 
Frischgewicht, weil sich nur das erstere hinreichend genau messen laBt. 

Bei der Umrechnung der in der Literatur angegebenen Atmungs- 
gr6Ben auf unsere Einheiten ist auf die Umrechnung des Frischgewichtes 
in Trockengewicht besonders zu achten. Barcroft und Shore!) geben 

: : Pett" cem Oy f : 
die Leberatmung an in ig Frischgowiehs [0d Zur Umrechnung auf 
1000 ii 
1000 . 1000 .0,2 ~~ 
zu multiplizieren. Russell und Gye®) driicken die AtmungsgréBe aus 
: com O, 
” kg Frischgewicht . Min. 


unsere Einheiten ist dieser Quotient mit 0,005 


Zur Umrechnung auf unsere Einheiten 
1000 
1000 . 1000 . 0,2 . 0,0167 


Im Zusammenhang dieser Arbeit wichtig ist neben dem Quotienten 
emm O, cal 


7 | der Quotient a | , d.h., die pro Stunde und mg 


ist dieser Quotient mit = 0,3 zu multiplizieren. 





-Gewebe durch die Atmung freiwerdende Energie. Setzen wir die 


Energie, die beim Verbrauch von l1cemm Sauerstoff in der Zelle frei 
wird, gleich 4,8.10~3 cal, so folgt 


eal. cmm 
~ - = . 3. — . l \ 
& aa] med & : =a ” 





V. Die Glykolyse. 


Als Glykolyse wollen wir die Spaltung von Zucker zu Milchsiure 
bezeichnen nach der Gleichung 


Embden*) und seine Schiiler haben gezeigt, daB der von Lepine 
gefundene Zuckerverbrauch des Blutes im wesentlichen auf einer Um- 
setzung nach Gleichung (11) beruht, ferner, daB es die Formelemente des 


1) Barcroft und Shore, Journ. of Physiol. 46, 296, 1912. 

2) Russell und Gye, The British Journ. of Experimental Pathology 1, 
H. 4, 1920. 

3) G. Embden und Kraus, diese Zeitschr. 45, 1, 1912. Vgl. auch Levene 
und Meyer, Journ. f. biol. Chem. 15, 65, 1913. 
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Blutes sind, die den Zucker spalten, und daB dieselbe Umsetzung durch 
Leber bewirkt wird, wenn man sie auBerhalb des Organismus durchblutet. 

Bekanntlich besitzen viele niedere Organismen die Fiahigkeit, 
Kohlehydrat zu Milchsiure zu spalten. Wahrend wir iiber die 
Bedeutung der Glykolyse fiir das Leben der Siugetierzellen nichts 
wissen, ist die Rolle der Kohlehydratspaltung fiir das Leben der 
Bakterien in vielen Fallen klar: sie liefert die Energie, auf deren Kosten 
heispielsweise die Milchsiurebakterien leben. 

Die Energie, die bei der Spaltung von Traubenzucker nach 
Gleichung (11) frei wird, kénnen wir aus den Verbrennungswarmen 
des Traubenzuckers und der Milchsiure berechnen. Die Verbrennungs- 
warme eines Mols Traubenzucker betrigt 672000 cal, die Verbrennungs- 
warme eines Mols Milchsaure nach Otto Meyerhof*) 324000 cal, die Energie- 
iinderung bei der Spaltung eines Mcls Traubenzucker zu Milchsiure 
mithin 672000 — 2 . 324000 = 24000 cal (oder pro Gramm Trauben- 
zucker rund 130 cal). 


VI. Die Messung der Glykolyse. 
Die Apparatur, 
die wir zur Messung der Glvkolyse benutzen, ist dieselbe, die wir zur 
Messung der Atmung benutzen (Abb. 2 und 3). 

In zwei Atmungstrége I und II, deren Volumen um nicht mehr 
als 10 Proz. differieren-soll, bringen wir je einen Gewebeschnitt. In 
dem Troge I befinden sich 0,5cem Ringerlésung?), in dem Troge II 
0,5 com einer Ringerlésung, der pro Liter 2 g Traubenzucker*) zugesetzt 
sind. Die Schnitte sind in einer gréBeren Menge Lésung vorgebadet, 
Schnitt I in zuckerfreier Ringerlésung, Schnitt II in zuckerhaltiger 
Ringerlésung. Die Einsitze der Trége bleiben frei von Kalilauge. 

Nachdem die Trége mit den Barcrcftmanometern verbunden sind, 
werden ihre Gasriume mit einer Mischung von 5 Vol-Proz. Kohlensiure 
und 95 Vol.-Proz. Sauerstoff*) gefiillt und Gewebeschnitte und Lésungen 
durch Schiitteln mit dieser Gasmischung ins Absorptionsgleichgewicht 
gebracht. Alles weitere geschieht wie bei der Messung der Atmung 
(vgl. Abschnitt III). 

Die Druckanderung, die in Trog I auftritt, wird verursacht: 
durch den Verbrauch an Atmungssauerstotf, durch die Bildung von 


1) O. Meyerhof, diese Zeitschr. 129, 594, 1922. 

2) ,,Ringerlésung fiir Glykolyse“: 100cem NaCl-, 2cem KCl-, 2cem CaCl,- 
und 20 com NaHCO,-Lésung, alle dem Rattenserum isoton. Sie enthalt pro 
Liter etwa achtmal soviel NaHCO,, wie die ,,Ringerlésung fiir Atmung™. 

3) Der Traubenzucker wird in der siedenden Salzlésung, vor Zugabe 
des Bicarbonats, aufgelést. 

*) Oder 5 Vol.-Proz. CO, und 95 Proz. Luft oder 5 Vol.-Proz. CO, 
und 95 Proz. Stickstoff. 
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Atmungskohlenséure und durch die Bildung von Milchséiure (aus un- 
bekannten Substanzen des Zellinnern). Diese Milchsdure tritt in die 
Ringerlésung iiber, zersetzt hier eine iquivalente Menge Bicarbonat und 
treibt so Kohlensaéure in den Gasraum. Die Druckinderung in Trog I 
ist also bedingt durch drei Faktoren. Sie betragt einige Millimeter 
und interessiert uns nicht als solche, sondern nur um den Nullpunkt 
fiir die in Trog II auftretende Druckinderung aufzulegen. 

Die Druckanderung, die in Trog II auftritt, wird verursacht: 
erstens durch dieselben Umstiinde wie in Trog I, zweitens durch Milch- 
sdurebildung aus dem Traubenzucker der Ringerlésung. Diese Milch- 
siure zersetzt eine aquivalente Menge Bicarbonat und treibt so Kohlen- 
siure in den Gasraum. Die Druckinderung in Trog II ist, je nach der 
Natur des Gewebes, verschieden groB, sie betrdgt, wenn sich Tumor- 
gewebe in dem Troge befindet, pro Stunde 100 bis 200 mm. 

Hat man die Druckinderungen, die nach einer bestimmten Zeit 
in den Trégen I und II aufgetreten sind, abgelesen, so laBt sich die 
Menge des gespaltenen Zuckers oder die Menge der aus Zucker gebildeten 
Milchsaure in einfacher Weise berechnen. 


Berechnung. 

Wir fragen zunaichst nach der Kohlensiuremenge, die durch die 
Glykolyse ausgetrieben ist, wenn die Druckiinderungen in den Trégen I 
und IIT H, und Hy, die Gewichte der Gewebeschnitte m, und m, be- 
tragen, und erhalten die gesuchte GréBe in Kubikmillimetern mit Hilfe 
der Gleichung n 

roo, = (H"— Ht ™) Ko, (12) 
in der K'é.09 die, GefaBkonstante?) fiir Kohlensiure“ des Troges Ii bedeutcet. 

Man erkennt aus Gleichung (12), daB wir nicht die Gesamtmenge 
an Kohlensiure berechnen, die durch Milchséure ausgetrieben wird, 
sondern das plus an Kohlensdure, das auftritt, wenn die Ringerlésung 
Zucker enthilt. Die Methode ist also eine Differentialmethode. Sie 
erfaBt nicht die Milchsiure, die aus unbekannten Vorstufen der Zell- 
substanz stammt, sondern nur die Milchsiure, die aus dem Zucker 
der Ringerlésung stammt. 

Da ein Mol Milchsiure ein Mol Kohlensiure austreibt nach der 
Gleichung 

C,H,O, + NaHCO, = C,H,;0,Na + H,CO,, 
so ist |cmm Kohlensiure a = 0,004 mg Milchsiure aquivalent 
und wir erhalten die gebildete Milchsiure (oder den zersetzten Zucker) 
in Milligrammen, indem wir z~o, mit 0,004 multiplizieren. 


*) Berechnung von Kco, nach Gleichung (8) dieser Arbeit. 
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Bemerkung zu dem Vorstehenden. 

1. Die Beimischung von Kohlensiure zu dem Gas des Gasraumes 
hat den Zweck, das Carbonat der Ringerlésung auf eine definierte und 
fiir die Versuche zu vernachlissigende Konzentration zu bringen. Hat 
man zu Beginn der Messung im Gasraum keine Kohlensiure, so werden 
undetinierte und unter Umstinden erhebliche Milchsiuremengen zu- 
nichst zur Verwandlung von Carbonat in Bicarbonat verbraucht und 
entgehen der Beobachtung. 

2. Es ist notwendig, da die Trége I und II einigermafBen gleich 
sind, weil nur dann die Reduktion von H, auf die Masse m, durch 


* 


: mil 
Multiplikation mit dem Faktor —- erlaubt ist. 
m 


VII. Die GréBe der Glykolyse 
driicken wir aus durch den Quotienten 
Milligramm gebildeter Milchsiure 
: Milligramm “Gewebe . Stunden — 


abgekiirzt | a | Wir erhalten also die GroBe der Glykolyse, 
mg. Std. 

indem wir die in ¢ Stunden beobachtete Milchsiurebildung durch ¢ 

und das Gewicht des Gewebes dividieren. Als Gewebegewicht setzen 

wir wiederum das T'rockengewicht ein. 

Die Versuchszeit betrug im allgemeimen eine halbe Stunde. Inner- 
halb dieser Zeit anderte sich die auf die Zeiteinheit bezogene Milch- 
siurebildung nur wenig, so daB es gleichgiiltig war, welche Zeitintervalle 
zur Berechnung des Quotienten benutzt wurden. 

Im Zusammenhang dieser Arbeit ist wichtig neben dem Quotienten 
lense =] der Quotient Fae «| , d. hh. die pro Stunde und Milli- 
gramm Gewebe durch die Zuckerspaltung freiwerdende Energie. Setzen 
wir die Energie, die bei der Bildung von 1 mg Milchsiure frei wird, 
nach Abschnitt V gleich 0,13 cal, so folgt 


cal mg 
[sc-aer Bgl Es ar} 





VIII. Versuche mit gré8eren Gewebemengen. 


Will man die Glykolyse durch Tumorgewebe mit Hilfe chemischer 
Methoden messen, so braucht man fiir einen Versuch, um genitigend 
groBe Ausschlige zu erhalten, etwa 100 mg Gewebe oder 50mal mehr, 
als fiir eine Messung nach der Druckmethode. 

Der Ubergang zu gréBeren Gewebemengen kann nur geschehen, 
indem man die Zahi der Schnitte vermehrt. Denn was im ersten Ab- 
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schnitt hinsichtlich der Schnittdicke gesagt ist, gilt ganz allgemein, 
und man erhalt bei Verwendung zu dicker Schnitte nicht weniger 
falsche Resultate, wenn man den verschwundenen Zucker titriert, 
als wenn man ibn nach der Druckmethode miBt. 

Noch mehr als beim Arbeiten mit einem Schnitt ist es beim Arbeiten 
mit vielen Schnitten notwendig, das Gewebe in dem Versuchsgefib 
zu befestigen. Tut man das nicht, so reiben sich die Schnitte beim 
Schiitteln an den GefaiBwinden und aneinander, die Zellen werden 
verletzt, aus ihrem Verband herausg¢ schiittelt und man hat schlieBlich 
das, was zu vermeiden ist — den ,,Gewebebrei‘. 

Wir verwenden fiir Massenversuche groBe ,,Atmungstrége“ von 
der Form der Abb. 3, mit einem Rauminhalt von etwa 100 ccm. Der 
Einsatz fiir die Kalilauge befindet sich nicht an der Seite, sondern 
in der Mitte des Troges. Die Glasnadeln zum Halten der Schnitte — 
50 pro Trog — sind nicht auf den Boden des Troges aufgeschmolzen, 
sondern auf einen spiralig gebogenen Glasstab, der in den Trog hinein- 
gelegt wird. 

Wie der kleine, so wird der groBe Atmungstrog durch Schiff 
mit einem Barcroftmanometer verbunden und in der Vorrichtung 
nach Abb. 2 geschiittelt. Nach einer passenden Zeit gieBt man die 
Ringerlésung ab und unterwirft sie der chemischen Analyse. Man 
kann so den Zuckerverbrauch oder die Milchsiurebildung durch Tumor- 
gewebe titrimetrisch bestimmen und erhilt Werte, die mit den nach 
der Druckmethode gemessenen gut iibereinstimmen. 

Liest man beim Schiitteln des groBen Troges die Druckiainderungen 
am Barcroftmanometer ab und titriert nachher in der abgegossenen 
Ringerlésung den Zucker oder die Milchsiéure, so hat man eine Ver- 
einigung der Druckmethode mit chemischen Methoden, die in manchen 
Fallen von Nutzen ist. 

Es ist klar, daB es schwieriger ist, mit 50 Schnitten anstatt mit 
einem Schnitte zu arbeiten, da schon die Herstellung von 50 Schnitten 
in der kurzen Zeit, die fiir die Vorbereitungen zur Verfiigung steht, 
nicht leicht ist. Auch findet man selten Tumoren, die 50 nicht-nekrotische 
Schnitte liefern, so da8 man, um geniigend Material zu erhalten, in 
der Regel mehrere Tumoren schneiden muB. Aus diesen und anderen 
Griinden dienen Massenversuche mit Schnitten mehr zur chemischen 
Kontrolle der bequemeren und prinzipiell vorzuziehenden Methode, 
die in Abschnitt VI beschrieben ist. 
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{[Atmung und Glykolyse')]. 


Von 
Seigo Minami. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 3. September 1923.) 


Nach den in der vorhergehenden Arbeit beschriebenen Methoden 
habe ich die Sauerstoffatmung und die Glykose fiir Carcinomgewebe 
und normale epitheliale Gewebe gemessen und will die Resultate, die 
ich erhalten habe, hier mitteilen. Ich tthernehme dabei die Definitionen 
und Bezeichnungsweisen der vorhergehenden Arbeit. 

Als Tumormaterial verwendete ich das Flexnersche Ratten- 
carcinom, als Vergleichsmaterial im allgemeinen normale Organe von 
Ratten. Die Versuchsratten waren kleine bis mittelgroBe weiBe Tiere, 
die mit Roggen ernihrt wurden. Den Ausgangstumor verdanke ich 
der Freundlichkeit von Fraulein Dr. Rhoda Erdmann. 

Die Tumoren wurden in kleinen Stiickchen unter die Riickenhaut 
iiberimpft und gingen mit wechselnder, im ganzen befriedigender Aus- 
beute an. Um immer geniigend Tumormaterial zu haben, impfte ich 
pro Woche 10 bis 15 Ratten. Die Tumoren wurden zu verschiedenen 
Zeiten nach der Impfung und nachdem sie Gewichte von 3 bis 12g 
erreicht hatten, zum Versuche verwendet. Ein unterschiedliches Ver- 
halten des Materials nach Tumorgr6é8e und Wachstumszeit habe ich 
nicht beobachtet. 

Die Tiere wurden — ohne vorherige Narkotisierung — durch 
Nackenschlag getétet und die Tumoren oder Organe sofort heraus- 
prapariert. Es ist notwendig, daB dies schnell geschieht, insbesondere, 
wenn es sich um die Messung der Sauerstoffatmung handelt. Denn 
Sauerstoffmangel bei Kérpertemperatur schadigt bzw. vernichtet das 
Atmungsvermégen vieler Gewebe in kurzer Zeit. 

Waren die Tumoren oder Organe aus dem Korper herausprapariert, 
so wurden Schnitte mit Hilfe eines Rasiermessers aus freier Hand 


‘) Vgl. O. Warburg und Seigo Minami, Klin. Wochenschr. 2, Nr. 17, 1923. 
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hergestellt und in einer gréBeren Menge derjenigen Lésung vorgebadet, 
in der sie spaiter in dem Atmungstroge untersucht werden sollten. 

Die Tumoren — sowohl kleine als groBe, alte wie junge — sind 
in der Regel innen nekrotisch. Da man fiir einen Schnitt nur einen sehr 
kleinen Teil des Tumors braucht, war es im allgemeinen leicht, geniigend 
Material aus gesundem Gewebe zu erhalten. Dasselbe gilt natiirlich 
nicht von den Massenversuchen mit 50 Schnitten, unter denen immer 
teilweise nekrotische waren. 

Die Flissigkeit, in der die Atmung gemessen wurde, war Ringersche 
Lésung vom Gefrierpunkte des Rattenserums (—0,56°). Sie wurde 
aus Stammlésungen zusammengesetzt, die dem Rattenserum isoton 
waren, und zwar durch Vermischen von 100 ccm Natriumchlorid-, 
2ceem Kaliumchlorid-, 2cem Calciumchlorid- und 2cem Natrium- 
bicarbonatlésung. 

Die Flissigkeit, in der die Glykolyse gemessen wurde, war eine 
modifizierte, namlich bicarbonatreichere Ringersche Lésung, die einige 
1/19 Proz. Traubenzucker enthielt. Sie wurde aus Stammlésungen 
zusammengesetzt, die dem Rattenserum isoton waren. 100 cem Natrium- 
chlorid-, 2cem Kaliumchlorid-, 2ccm Calciumchloridlésung wurden 
gemischt, einige '/,, Gramme Merckschen Traubenzuckers in der Siedehitze 
eingetragen und nach Abkihlung 20cem Natriumbicarbonatlésung 
zugesetzt. Die durch den Traubenzucker verursachte Vermehrung 
des osmotischen Druckes konnte vernachlissigt werden. 


I. Die Sauerstoffatmung von Lebergewebe. 


Die Grenzschnittdicke fiir Lebergewebe in reinem Sauerstoff ist 
nach der Theorie!) etwa 0,5 mm. Ich habe eine Reihe von Versuchen 
angestellt, in denen die Schnittdicke unter 0,5 mm — namlich zwischen 
0,2 und 0,4 mm — lag, und teile sie in Form einer Tabelle (Tab. I) mit. 

Aus der Tabelle ergibt sich zunichst die wichtige, fiir die Brauch- 
barkeit der Methode entscheidende Tatsache, daB die Atmung der 
Schnitte in dem Atmungstroge hinreichend lange konstant bleibt. 
Denn die beobachteten Druckinderungen in den ersten und den zweiten 
30 Minuten sind innerhalb der Fehlergrenzen — die ich auf 5 bis 7 Proz. 
veranschlage — gleich. 

° a : emm O, 

Die AtmungsgréBe — der Quotient mae x Bed. 
9 und 13, der Mittelwert ist 10,2. Ein Einflu8 der Schnittdicke auf 
die AtmungsgréBe ist nicht zu erkennen, wie es auch sein mu, wenn 
die Schnittdicke kleiner ist als die Grenzschnittdicke. 


— liegt zwischen 


1) Vgl. die vorhergehende Arbeit, Abschnitt I. 
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Tabelle I. 
Atmung von Leberschnitten bei 37,5°. O,-Partialdruck etwa 700mm Hg. 





Schnitt- | Schnitts | Beobachtete Drucks 


Datum || gewicht | dicke ||  #mderung mm Ko, | pa'tenge | ese me 
mg mm_ || erste 30’ — zweite 30’ comm 

11.V. oe — $3 | 4 omy m2 | es 
12. V. 2.3 0,23  —34 | —35 | 0,30 20,7 | 90 
14. V, 2,1 0,21 —30 | —32 | 0,30 18,6 8,8 
16. V. 3,6 030 | —59 | —587 0,30 348 | 9,7 
18. V. 40 | 031 —63 | —62 | 030 | 375 | 94 
23. VI. 26 | 022 | —45 | —48 | 030 | 279 | 107 
22. VI. 25 | 0,21 | —48 | —4@ | 030 29,1 11,6 
6.VII,| 46 | 038 | —8l | —85 | 030 | 499 10,8 
7, VII,|| 2,8 | 0,25 | —63 —60 | 030 | 369 13,2 
12.VII. | 2,9 0,30 || —55 | —53 || 030 | 324 11,2 


“ Mittel: 10.2 — 

DaB die Schnitte tatsichlich hinreichend diinn waren, ergibt sich 
auch aus Versuchen, in denen der Sauerstoffdruck variiert und die 
AtmungsgréBen innerhalb der Fehlergrenzen gleich gefunden wurden 
(Tabelle I1). 


Tabelle II. 


Atmung von Leberschnitten bei 37,5° und verschiedenen O,-Drucken. 





Oy-Druck | Sghnitte | cmm O, 
mm Hg | ‘mn | mgXStd. 


790 | 0,23 83 || Schnitte aus demselben 


350 | 0,23 9,0 Leberlappen 
700 | 0.30 9,7. || Schnitte aus demselben 
350 | 0,27 93 if Leberlappen 


Nihert man sich jedoch der Grenzschnittdicke von 0,5 mm oder 
iiberschreitet man dieselbe, so sinkt, wie zu erwarten, die Atmungs- 
gréBe (Tabelle ITT). 








Tabelle ILI. 
Atmung verschieden dicker Leberschnitte bei 37,5°. O,-Druck 700 mm Hg. 
“‘Schnittdicke | cmmO, | Schnittdicke | mm O, — 
a | mg Std. mm | mg X Std. 
0,21 8.8 050 | 78 
0,30 8.8 095 | 68 
0,31 9,4 os ee 





Es ist merkwirdig und erwaihnenswert, daB Zusatz von Nahrungs- 
stoffen — wie Zucker, Aminosiuren — zu der Ringerlésung die Atmung 
der Leberschnitte nicht oder wenig beeinfluBt. Natiirlich gilt dies 

















Ss 2: paw — +-— 
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nur fiir die kurzen Zeiten meiner Versuche, und vermutlich auch nur 
fir solche Gewebe, die gut ernihrten Tieren entnommen sind. 


II. Die Sauerstoffatmung von Carcinomgewebe. 


Ich habe eine Reihe von Versuchen mit Carcinomschnitten an- 
gestellt, deren Dicke zwischen 0,13 und 0,5 mm lag, und teile meine 
Resultate in Form einer Tabelle mit (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


Atmung von Carcinomschnitten bei 37,5°. Sauerstoffdruck etwa 700 mm Hg. 





— = 

ae } , || Beobachtete Drucks Ovs 

Schnitt- | Schnitt- ||  and.rungen mm K Verbrauch _emm Op, 
San eI O2 pro Stunde mg Std. 

erste 30’ = zweite 30’ 


gewicht | dicxe 


} | 
| mm | 


cmm 


027 | —3s2 | —% | ose 22,4 

68. fj 8 | ~— 8 221 

049 | —sl | —so | 0364 34,4 

LV. 029 | —36 | —37 | 091 22.6 

i 4 0% | —30 | —25 16,0 
18. VI. Cf 0,30 6.6 
25. VI. 030 | —30 | —28 | O28 16,2 
4. VIL. 019 | —22 | —21 0,28 12.2 
9. VIL. 031 | —47 | —42 | 030 26,7 
10. VIL 022 | —22 | —19 | 030 12.3 
11. VIL. 023 || —23 | —20 | 030 12.9 


aid E33 Mittel: 


st 
© SM ~1 1 -1 3 -10 © 


Ww tom 1 OS to to wa tO to 


Mo 


Aus der Tabelle IV ergibt sich zunichst, daB die Atmung der 
Schnitte in dem Atmungstroge hinreichend lange konstant bleibt. 
Denn die beobachteten Druckainderungen in den ersten und zweiten 
30 Minuten sind in der Regel — wenn auch nicht immer — innerhalb 
der Fehlergrenzen gleich. Ich fiige hinzu, daB die Atmung oft viele 
Stunden lang konstant bleibt, und daB ich beispielsweise in einem 
iiber 4 Stunden ausgedehnten Versuche, in acht aufeinanderfolgenden 
Perioden von 30 Minuten, folgende Druckinderungen erhalten habe: 
— 32, —34, —33, —3l1, —27, —3l —30 und —26 also einen deut- 
lichen Abfall erst in den achten 30 Minuten. 
emm O, 
mg x Std. 
— liegt zwischen 7 und 11, der Mittelwert ist 8,3. Ein Einflu8 der 
Schnittdicke auf die AtmungsgréBe ist nicht zu erkennen, woraus 
zu schlieBen ist, daB die Schnittdicken kleiner waren als die Grenz- 
schnittdicke. 

Derselbe Schlu8B ergibt sich auch aus Versuchen, in denen der 
Sauerstoffdruck variiert und die AtmungsgréBen innerhalb der Fehler- 
grenzen gleich gefunden wurden (Tabelle V). 


Die AtmungsgréBe des Carcinomgewebes — der Quotient 
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Tabelle V. 


Atmung von Carcinomschnitten bei 37,5° und verschiedenen Sauerstoff- 
drucken. 





Ov-Druck | ye roe cmm O, 
man Hg ag mg = Std. 


700 | 0,29 7.8 || Sechnitte aus demselben 
350 0,25 7,8 ij Tumor 


Es ist kaum nétig zu erwaihnen, daB fiir erheblich dickere Schnitte 
die Unabhingigkeit vom Sauerstoffdruck nicht gefunden wird, und 
daB allgemein die ,,Unabhangigkeit der Atmung vom Sauerstoffdruck“ 
fiir eine gegebene Schnittdicke immer nur bis zu einer bestimmten 
unteren Druckgrenze gilt. 


III. Zusammenfassendes tiber die Sauerstoffatmung. 


Rechnet man die von friiheren Autoren gemessenen Atmungs- 
gréBen von Leber- und Carcinomgewebe auf meine Einheiten um und 
stellt ihnen die an Schnitten gemessenen AtmungsgréBen gegeniiber, 
so erhalt man folgendes Bild: 

Tabelle VI. 
cmm O, 


Atmungsgré8en in mg x Std. 





Autoren Versuchsanordnung | Leber | Carcinom 


Barcroft u. Shore) Durchblutung im lebenden Tier | 15—15 — 


(Katze) | 
ate ty es ae ais | Intakte Leberlappeninvitro(Maus)/ 28 | — 
Russell u. Gye*) . Filme von Gewebebrei (Maus) | 3—4 | 12—6 
Minam..... | Schnitte von Geweben (Ratte) |§ 9—13/ 7—l1 


Geht man von der sehr wahrscheinlichen Voraussetzung aus, 
daB die héchsten Werte die richtigsten sind, und vergleicht man zu- 
nichst unter diesem Gesichtspunkte die drei in-vitro-Methoden: Usus, 
Russell, Minami, so erkennt man die Uberlegenheit der neuen Methode, 
indem meine Werte drei- bis viermal gréBer sind als die Werte von 
Usui und Russell. Der Fehler Usuis war, da®B seine Organe zu dick 
waren, worauf er selbst hingewiesen hat, der Fehler Russells, daB er 
die Gewebe zerrieb. 


1) Barcroft und Shore, Journ. of Physiol. 45, 296, 1912. 

2) Usui, Arch. f. d. ges. Physiol. 147, 100, 1912. 

3) Russell und Gye, British Journ. of Experiment. Pathology 1, 
Nr. 4, 1920. 
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Weiterhin ist bemerkenswert, daB meine Werte fiir Leber in der 
Nihe der oberen Grenze von Barcrofts Werten liegen. Wenn, trotz 
der verschiedenen Versuchstiere, ein Vergleich erlaubt ist, so ist zu 
schlieBen, daB in den Schnitten die Atmung des unversehrten Organs 
im wesentlichen erhalten ist. 


Dies vorausgesetzt, ist das Hauptresultat meiner Untersuchung, 
dap die Atmungsgrépen von Carcinomgewebe und eines normalen epi- 
thelialen Gewebes nicht sehr verschieden sind‘), daB also die Messung 
der Sauerstoffatmung nichts ergibt, was das anormale Verhalten des 
Carcinomgewebes, insbesondere sein schnelles Wachstum, erklaren 
kénnte. 


IV. Die Zuckerspaltung durch Carcinomgewebe 


wurde nach der in Abschnitt VIII der vorhergehenden Arbeit beschrie- 
benen Anordnung gemessen. 

Versuch 1. 40 bis 50 Tumorschnitte wurden auf den Glasnadeln 
der Spirale befestigt, mit 25 ccm einer traubenzuckerhaltigen Ringer- 
lésung?) iibergossen und in Sauerstoff bei 37,5° 2 Stunden lang ge- 
schiittelt. Dann wurde der gréBte Teil der Ringerlésung abpipettiert, 
in essigsaurer Lésung mittels Kaolins geklart, in einem aliquoten Teile 
der geklarten Lésung der Traubenzucker nach Pavy-Kumagawa-Suto*) 
titriert und der gefundene Traubenzucker auf die Gesamtmenge der 


Ringerlésung — 25 ccm — umgerechnet. 
25 cem der Ringerlésung enthielten: 
vor dem Versuch. . . . 60mg Traubenzucker 
nach dem Versuch . . . 29mg a 





In 2) Stunden verschwunden , oa mg. Traubenzucker y 


Die Gewebeschnitte wurden mit Wasser kurz abgespiilt und bei 
100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Sie wogen 183 mg. Daraus 
berechnet sich der Quotient Q 








mg verschwundenen Traubenzuckers 31 0.085 
oo $$ ———— = ———- = YU U6e. 
mg Gewebe x Stunden 183 x 2 


Versuch 2. Die Anordnung war dieselbe wie beim vorigen Ver- 
suche, doch betrug die Versuchszeit nur eine Stunde. 


1) Méglicherweise ist die etwas geringere Atmung des Carcinom- 
gewebes bedingt nicht durch eine geringere Atmung der intakten 
Carcinomzelle, sondern durch einen Gehalt des Carcinomgewebes an nicht 
mehr intakten, wenn auch noch nicht ,,nekrotischen‘‘ Zellen. 

2) Ringerlésung fiir Glykolyseversuche. Vgl. Einleitung. 

3) Die Methode ist beschrieben in C. Newberg, Der Harn, 1. Teil, 8. 293, 
1911. 
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25 ecm der Ringerlésung enthielten: 
vor dem Versuch ...... 61mg Traubenzucker 
nach dem Versuch. ..... 45,5 mg “a 





In einer Stunde verschwunden . 15,5 mg Traubenzucker 


Das Trockengewicht der Schnitte war 156mg. Daraus berechnet 

sich fiir Q 
15,5 
166x1 ~ 

Es verschwanden also pro Milligramm Gewebe und Stunde 0,09 
bis 0,1 mg Traubenzucker. Fragen wir nach dem Schicksal des Trauben- 
zuckers, so wire zunichst daran zu denken, daB er veratmet worden 
sei, eine Annahme, die wir priifen kénnen, indem wir AtmungsgréBe 
und Zuckerverbrauch vergleichen. 1 Mol. Zucker verbraucht in der 
Atmung 6 Mol. Sauerstoff, woraus folgt, daB 1 cmm veratmeten Sauer- 
stoffs 1,34. 10-3 mg Zucker zum Verschwinden bringen kann. Wiirde 
nun in der zuckerhaltigen Ringerlésung das gesamte Brennmaterial 
aus der Ringerlésung entnommen — was nicht wahrscheinlich ist —, 
so erhielten wir die Héchstmenge an Zucker, die pro Milligramm Gewebe 
und Stunde durch die Atmung verschwinden kénnte, durch Multi- 
plikation der AtmungsgréBe mit 1,34. 10~3. 

Die AtmungsgréBe von Carcinomgewebe ist nach Abschnitt II 
im Mittel 8,3, die Héchstmenge an Zucker also, die veratmet 
werden kénnte, 8,3. 1,34.10~3 = 0,011 mg. Indessen verschwindet 
pro Milligramm Gewebe und Stunde rund 0,1 mg Zucker, oder neunmal 
so viel als veratmet werden kénnte. Aus dieser Rechnung geht hervor, 
dap die Atmung das Verschwinden des Zuckers nicht erklért. — 

An dieser Stelle seien zwei Arbeiten erwaihnt, die den Verbrauch 
von Traubenzucker durch Tumorgewebe behandeln. 

Mauriac, Bonnard und Servantie!) berichten iiber Versuche, in 
denen sie Stiicke von Tumoren und von normalen Organen 24 Stunden 
lang in eine zuckerhaltige Salzlésung legten und dann den Zucker- 
verbrauch titrimetrisch ermittelten. Die Autoren geben keine Zahlen 
an, sondern bemerken nur, daB zellreiche Tumoren mehr Zucker ver- 
brauchen als zellarme, und daB Tumoren im allgemeinen nicht mehr 
Zucker verbraucben als normale Organe. Eine Ausnahme machte 
ein menschliches Epitheliom, das einen besonders hohen Zucker- 
verbrauch zeigte. 

A. Braunstein?) ging von der klinischen Erfahrung aus, daB der 


1) Mauriac, Bonnard und Servantie, Société de Biol. de Bordeaux, 
Seance du 6. Mars 1923. 

*) A. Braunstein, Wratschebnaje Obosrenije Nr. 7, 8. 291, 1921; tiber- 
setzt in der Deutsch. med. Wochenschr. Nr. 27, 1923. 
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Zucker im Harn von Diabetikern oft verschwindet, wenn ein Carcinom 
auftritt, und priifte unter diesem Gesichtspunkte die Zuckerzersetzung 
durch Tumorgewebe, indem er es mit Zuckerlésung im Brutschrank 
autolysierte. ,,Es zeigte sich in sechs Versuchen nach 12- bis 24stiindiger 
Autolyse eine Abnahme des Zuckers von 30 bis 40 Proz. Also fast 
die Halfte des Zuckers, der sich im Autolysat befand, wurde durch 
das Krebsgewebe zerlegt. Kontrollversuche unter denselben Verhilt- 
nissen mit normalem Gewebe (Muskel, Herz, Leber) oder mit gut- 
artigen Tumoren (Fibromyom) fielen negativ aus.“ 

Auch Braunstein gibt keine Zahlen an, aus denen die Zucker- 
spaltung pro Gewichtseinheit Gewebe berechnet werden kénnte. Aus 
seinen, wie aus den Angaben der franzésischen Autoren kénnen deshalb 
bestimmte Schliisse nicht gezogen werden, ja man kann nicht einmal 
sagen, ob der verschwundene Zucker oxydiert oder gespalten worden 
ist. Es wire in Hinblick auf meine Ergebnisse erwiinscht, wenn die 
genannten Autoren ihre Beobachtungen nach der quantitativen Seite 
weiter verfolgen und vor allem feststellen wiirden, ob bei ihrer Anordnung 
Milchsiure auftritt. 


V. Die Milchsiurebildung durch Leber- und Carcinomgewebe 


wurde nach der in Abschnitt VIII der vorhergehenden Arbeit beschrie- 
benen Anordnung gemessen. 40 bis 50 Gewebeschnitte wurden auf 
den Glasnadeln der Spirale befestigt, mit 25 ccm einer traubenzucker- 
haltigen Ringerlésung (0,25 Proz. Zucker) iibergossen und 2 Stunden 
bei 37,5° in Luft geschiittelt. Dann wurde die Lésung von den Schnitten 
abgegossen, Gefif und Spirale mit Ringerlésung nachgespiilt und in 
den vereinigten Abgiissen die Milchsiure nach v. Fiirth-Charnass') 
bestimmt. Dabei benutzte ich die Vorschrift von G. Embden*) sowie 
die von O. Meyerhof*) und R. Ege*) bei Milchsiurebestimmungen 
gemachten Erfahrungen. 

Das Volumen der vereinigten Abgiisse betrug etwa 50 ccm. Zur Klarung 
nach Schenk wurden 2ccm konzentrierter Salzsiture und 8cem 5proz. 
Sublimatlésung zugesetzt, nach kurzem Stehen filtriert, mit Schwefel- 
wasserstoff entquecksilbert, wieder filtriert und Luft zur Entfernung des 
Schwefelwasserstoffs durchgeblasen. 

Um die Milchsiure auszuaéthern, wurde mit Ammonsulfat gesittigt, 
mit 5cem 50proz. Schwefelsiiure versetzt, in einem Schiitteltrichter mit 


dem achtfachen Volumen Ather geschiittelt, der Ather in einen zweiten 
Schiitteltrichter abgegossen und in diesem mit 50ccm n/10 Natronlauge 


1) v. Fiirth und Charnass, diese Zeitschr. 96, 199, 1910. 

*) G. Embden in Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. V, 
2, 1256. 

3) O. Meyerhof, Arch. f. d. ges. Physiol. 182, 232, 1920; 188, 114, 1921. 

4) R. Ege, diese Zeitschr. 184, 476, 1923. 
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geschiittelt. Die Operation wurde achtmal wiederholt, ohne die Lauge 
in dem zweiten Schiitteltrichter zu erneuern. Wie man aus den Verteilungs- 
messungen von FR. Ege!) berechnen kann, war dann die gesamte Milchsaiure 
in die Lauge iibergefiihrt. 

Die Lauge wurde mit Schwefelsiure neutralisiert, die Lésung des 
milchsauren Natrons auf dem Wasserbade bis auf ein kleines Volumen 
eingeengt, mit 300ccm Wasser in einen geriumigen Destillationskolben 
iibergespiilt und mit Talkum und Schwefelsaéure bis zu einem Gehalt von 
0,5proz. freier Saiure versetzt. Der so vorbereitete Kolben wurde in eine 
Destillationsvorrichtung eingesetzt, deren absteigendes Rohr in 30 ccm 
m/100 Kaliumbisulfitl6sung miindete. Die Sulfitlbsung war nach der 
Vorschrift von O. Meyerhof*) mit aus Glas destilliertem Wasser bereitet. 


War durch Erwiirmen des Destillationskolbens die Luft aus dem 
Apparat vertrieben, so lieB ich unter langsamem Sieden n/100 Kalium- 
permanganatlésung — 70 bis 90 Tropfen pro Minute — zutropfen. Erst 
wenn im Destillationskolben eine braunliche Fiarbung auftrat, erhitzte 
ich starker, und zwar noch etwa 10 Minuten lang. 

Zur Titration der Sulfitvorlage benutzte ich n/10 Jodlésung aus 
einer in !/;,cem geteilten Biirette. Die 30 ccm vorgelegter Sulfitlésung 
sind aquivalent 6cem n/10 Jodlésung. Die Milchsiuremengen, die tiber- 
gingen, verminderten den Jodtiter der Vorlage héchstenfalls auf die Halfte. 
Nimmt der Titer der Sulfitlauge um 1 cem Jodlésung ab, so sind 4,5 mg 
Milchséure tibergegangen. 

Das Verfahren ist das beste, iiber das wir verfiigen, aber unvollkommen 
insofern, als ein Teil der Milchsaiure bei der Destillation zu weit oxydiert 
wird und so der Bestimmung als Aldehyd entgeht. Dieser Anteil muB fiir 
jeden Arbeitsmodus durch Versuche mit milchsaurem Lithium bestimmt 
werden. Fiihrte ich das ganze Verfahren — Atherextraktion und Destillation 
— mit 18 mg Milchséure durch, so fand ich 15 mg Milchséure wieder. Die 
beim Versuch gefundenen Milchsiurewerte waren also durch Multiplikation 
mit dem Faktor 1,2 zu korrigieren. 

Zu achten ist auf die Reinheit der Reagenzien, besonders des zur 
Extraktion verwendeten Athers, der jedesmal frisch destilliert und mit 
Natronlauge ausgeschiittelt sein muB. Ob die Reagenzien hinreichend 
rein sind, wird durch einen Nullversuch kontrolliert. 


Die Resultate einiger Versuche gebe ich in Form einer Tabelle 
wieder (Tabelle VII). 

















Tabelle VII. 
Milchséurebildung bei 37,5°. 
Ge icht d. “i eee lv hss | Gebild te | ‘ial oie i 
~ = Schnitte Lésung “zeit : Milchsaure nt ese 
— arenes mre — mg = — — ST STATS — Std. = er. —_ —_————— = 
Leber. ..| 87 |RingerohneZucker 2 | 06 | 0,004 
Leber. . .|| 114 + omit es oS Pome 0,01 
Carcinom . || OP. igo Se. ee 2 03 | 0,002 
Carcinom , || . Se Ree mit “ 2 ee 0,09 


1) R. Ege, diese Zeitschr. 184, 476, 1923. 
*) O. Meyerhof, Arch. f. d. ges. Physiol. 188, 114, 1921. 
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Aus der Tabelle ergibt sich, daB sowohl Leber- als auch Car- 
cinomgewebe in einer zuckerfreien Ringerlésung kleine Mengen Milch- 
siure produzieren, und zwar Lebergewebe mehr als Carcinomgewebe. 
Diese Milchsiiure stammt vermutlich aus dem Glykogen der Zelle. 
Fugt man der Ringerlésung Zucker hinzu, so produzieren beide Gewebe 
mehr Milchsaiure, und zwar betrdgt das Plus fiir Leber 0,006, fiir Car- 
cinom 0,09. Erinnern wir uns#), daB 1 mg Carcinomgewebe pro Stunde 
0,09 bis 0,1 mg Zucker zum Verschwinden bringt, so ist — durch die Uber- 
einstimmung zwischen Zuckerverbrauch und Milchsiureproduktion — das 
Schicksal des verschwundenen Zuckers aufgeklart: er wird zu Milchsiure 
gespalten. — Die Geschwindigkeit dieser Spaltung ist auBerordentlich 
groB. Wir erkennen das, wenn wir bedenken, daB der Tumor in etwa 
10 Stunden eine seinem eigenen Gewicht gleiche Zuckermenge spaltet. 

Die von mir an Leber-Schnitten gefundene Milchsiureproduktion 
entspricht den Héchstwerten von G. Embden*), der bei Durch- 
blutung von glykogenreichen Hundelebern mit zuckerhaltigem Blute 
Werte bis zu 0,007 pro Milligramm Leber und Stunde fand, waihrend 
ich nach Tabelle VII fiir die Gesamtproduktion an Milchsiure — 
aus Zucker und aus intrazellularem Kohlehydrat — einen Wert von 
0,01 finde. 


VI. Die Glykolyse durch Carcinom- und normales epitheliales Gewebe, 
gemessen nach der Druckmethode. 

Weitaus einfacher und genauer als mittels der chemischen Methoden 
kann die Glykolyse mittels der Druckmethode gemessen werden, die 
auBerdem den groBen Vorzug besitzt, daB sie mit wenigen Milligrammen 
Gewebe auskommt. Was in dieser Arbeit an neuen Tatsachen in bezug 
auf die Glykolyse mitgeteilt wird, ist mit Hilfe der Druckmethode 
gefunden worden, und es ist kaum zweifelhaft, daB ihr die Zukunft 
gehért. Doch darf nicht vergessen werden, daB die Druckmethode 
eine unspezifische Methode ist, und daB die Natur derjenigen Stoffe, 
die den Druck hervorbringen, durch chemische Kontrollmethoden test- 
zustellen ist. In unserem Falle geschah dies durch Versuche, die in 
den Abschnitten IV und V mitgeteilt worden sind. 

Die Beschreibung der Druckmethode findet man in den Abschnitten 
III und VI der vorhergehenden Arbeit. Je ein Gewebeschnitt wurde 
in den Atmungstrégen I und II befestigt. Der Schnitt in Trog I 
wurde mit 0,5cem Ringerlésung, der Schnitt in Trog II mit 0,5 cem 
zuckerhaltiger Ringerlésung (0,2 Proz. Traubenzucker) tibergossen. Der 
Gasraum der beiden Atmungstrége enthielt eine Mischung von 5 Proz. 
Kohlensaure in Luft oder von 5 Proz. Kohlensaure in Stickstoff. 


1) Vgl. den vorhergehenden Abschnitt. 
2) Embden und Kraus, diese Zeitschr. 45, 1, 1912. 
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Die ,,Ringerlésung fiir Glykolyse“ enthalt im Liter 2g Natrium- 
bicarbonat oder in 0,5cem 1 mg Natriumbicarbonat. Die zucker- 
haltige Ringerlésung enthilt im Liter die gleiche Menge Natrium- 
bicarbonat und 2g Traubenzucker oder in 0,5ccm 1 mg Trauben- 
zucker. Wird der gesamte in dem Atmungstroge befindliche Zucker 
in Milchsiure umgewandelt, so entsteht 1 mg Milchsiure, die nach 
der Gleichung 

C,;H,O, + NaHCO, = C,H;0,Na + H,CO, 
84 22 41) , 
99 = 0,93 mg Bicarbonat zersetzt und — — 249cmm Kohlensiiure 
austreibt. 

In keinem Falle wurden die Versuche so lange fortgesetzt, bis der 
gesamte Zucker in Milchsiure umgewandelt, d. h. bis 249 cmm Kohlen- 
siure ausgetrieben waren, sondern die in der Versuchszeit — einer 
halben bis einer Stunde — ausgetriebene Kohlensiure betrug héchstens 
70cmm. Der gréBere Teil des Zuckers und Bicarbonats also war bei 
Beendigung der Messungen noch unzersetzt. Will man die Versuche 
iiber viele Stunden ausdehnen, so hat man fiir Ersatz des verbrauchten 
Zuckers und Bicarbonats zu sorgen. 

An sich ist gegen Messungen iiber gréBere Zeitintervalle nichts 
einzuwenden, insbesondere da die Geschwindigkeit der Glykolyse im 
allgemeinen lange Zeit fast konstant bleibt. Doch geniigen die Mano- 
meterausschlige, die man in einer halben bis einer Stunde erhilt, 
nimlich 50 bis 200mm, vollkommen, um die GréBe der Glykolyse 
auf einige Prozente genau berechnen zu kénnen. 

Was die Berechnung der Glykolyse aus den beobachteten Drucken 
anbetrifft, so verweise ich auf die Abschnitte VI und VII der vorher- 
gehenden Arbeit. Den haufigsten Gebrauch mache ich von dem Quo- 
emm COQ, 
mg x Std.’ 
getriebenen Kubikmillimeter Kohlensiure angibt. Dieser Quotient 
steht in enger Beziehung zu dem, was beobachtet wird, und ist deshalb 
am anschaulichsten. Mit 0,004 multipliziert, ergibt er den Quotienten 

mg Milchsiure 
mg Gewebe x Stunden 
oder den eigentlichen ,,Glykolysequotienten“. 

Da die Druckanderung in Trog I von den verschiedensten Faktoren 
abhingt — dem respiratorischen Quotienten, dem Glykogengehalt 
der Zelle —, so ist sie von Versuch zu Versuch recht verschieden. Sie 
ist Null oder negativ bei den Versuchen in Luft, positiv bei den Ver- 
suchen in Stickstoff, in dem natirlich Gas aus dem Gasraume nicht 


tienten der die durch 1mg Gewebe pro Stunde aus- 





verschwindet. 
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Wie bei der Messung der Atmung, so ist auch bei der Messung 
der Glykolyse auf die Schnittdicke zu achten, die in meinen Versuchen 
zwischen 0,2 und 0,4 mm lag. Uberschreitet man die Dicke von 0,5 mm, 
so fallen die Glykolysequotienten, weil dann der Diffusionsweg zu 
groB wird, erheblich ab, wie folgende Beispiele zeigen: 


Glykolyse durch Carcinomgewebe bei 37,5°. 





Schnittdicke cmm CO, 


mm mg Std. 

0,15 29,5 | Schnitte aus demselben 
1,27 5,6 J Tumor 

0,29 23,1 Schnitte aus demselben 
6,79 9,2 Tumor 


Die Resultate meiner Glykolysemessungen habe ich in den Ta- 
bellen VIII und IX zusammengestellt. In die Tabellen sind alle einwand- 
frei verlaufenen Versuche aufgenommen, die ich, nachdem die Aus- 
arbeitung der Methode beendet war, angestellt habe. 

Tabelle VIII enthalt die Versuche mit Carcinomgewebe, und zwar 
in den Spalten ,,Trog I und ,,Trog II die Beobachtungen, in den 
beiden letzten Spalten die aus den Beobachtungen berechneten 
Quotienten. 

Die Versuche sind geordnet nach solchen in Luft und solchen in 
Stickstoff. In Luft liegt d ak eee 

ickstoff. t liegt der Quotient mg X Std. 
36, in Stickstoff zwischen 25 und 40. Es wird also sowohl in Luft — 
wenn das Gewebe atmet —, als auch in Stickstoff — wenn das Gewebe 
nicht atmet — Zucker gespalten, und zwar in Stickstoff etwas mehr 
als in Luft. 

Der Mittelwert der ,,Milchsiurequotienten in Luft‘ ist 0,106. 
Die Ergebnisse der Druckmethode stehen mithin in Einklang mit 
den Ergebnissen der chemischen Methoden, die fiir den Milchsaure- 
quotienten 0,09 bis 0,1 ergaben. — Der Mittelwert der ,,Milchsaiure- 
quotienten in Stickstoff ist 0,129, also 27 Proz. gréBer als in Luft. 

Was diese Quotienten bedeuten, erkennt man am besten, wenn 
man ihre reziproken Werte bildet. Man erhalt dann die Zeit, innerhalb 
der eine dem Gewebegewicht gleiche Menge an Milchsaiure gebildet 
oder an Zucker zersetzt wird. Diese Zeit betragt in Luft 7 bis 11 Stunden, 
in Stickstoff 6 bis 10 Stunden. 

Die Schwankungen der Quotienten mégen zum Teil bedingt sein 
durch wechselnde ,, Verunreinigung“‘ des Gewebes mit Zellen, die auf dem 
Wege zur Nekrose sind. Nekrotisches Gewebe zersetzt keinen Zucker. 
Schnitte, die aus nekrotischem Gewebe — unter méglichstem AusschluB 
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mg Std. 





cmmCO, bin Milchsaure 


mg Std. | . 





u 
CO, 


in 30’ 


Druck. 


von gesundem Gewebe — her- 
gestellt waren, gaben Quotienten 
von 0,26 bis 0,64 [= ch J 

reereeico, 7 de eas? 
also 40- bis 100mal kleinere als 
Schnitte aus gesundem Gewebe. 


Tabelle IX enthalt Versuche 
mit Leber, Niere, Pankreas und 
Submaxillaris. Die Milchsiure- 
quotienten fiir Lebergewebe — 
in Luft oder in Stickstoff — 


+ liegen zwischen 0,002 und 0,005, 


| Beobach tete 
| 
anderung 








mm 


Ringer mit Zucker 


Schnitt- 
dicke 








Trog I. 


\Beobachtete!|! 


hnitt- 
gewicht | 
mg 


i Sc 


| 





Druck: 
anderung 
in 30’ 
mm 


| 








Ringer ohne Zucker 
dicke 


Schnitt- | 


Trog I. 


Schnitt- 


Glykolyse durch normales Epithelgewebe bei 37,5°. 
gewicht 


Tabelle IX. 


Organ 





Niere (Ratte) 
Pankreas ( Kaninchen) 
Submaxillaris (Hund) 


Gasraum 
5 Proz. CO, in Luft 
5 Proz. CO, in N, 
dassel be 
dasselbe 
dasselbe 
dasselbe 
dasselbe 


5 Proz. CO, in Luft 


e 








betragen somit nur 1/,; bis 1/99 
der Quotienten fiir Carcinom- 
gewebe. Vergleicht man das 
Mittei aller Carcinomwerte mit 
dem Mittel der Leberwerte, so 
erhilt man das Verhaltnis 30: 1. 
— Im Vergleich zu Leber zersetzt 
Niere nur sehr kleine und mittels 
der Druckmethode kaum nach- 
weisbare Mengen Zucker. Wie 
der in der Tabelle angefiihrte 
Versuch, so verliefen drei Vor- 
versuche mit Nierengewebe. 


Andere epitheliale Organe der 
Ratte sind so klein, daB es 
schwierig ist, Schnitte von ge- 
niigender Flachenausdehnung zu 
erhalten, und man wird deshalb, 
wenn man Pankreas oder Sub- 
maxilaris priifen will, zu gréBeren 
Versuchstieren tibergehen miissen. 
Wegen der Kosten konnten wir 
das bisher nur in zwei Fillen 
tun, die in der Tabelle angefiihrt 
sind. Pankreas ergab einen Wert 
von 0,008, Submaxillaris den fiir 
normale Organe auffallend hohen 
Wert von 0,02. Ist dieser Wert 
richtig, so glykolysiert Sub- 
maxillaris intensiver als die 
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ubrigen gepriften epithelialen Organe, und das Verhiltnis der 


Carcinom 


Milchsa i i :%, 
ilchsiurequotienten Submaxillaris ist 6:1 


SchlieBlich bemerke ich noch, da8B ich auBer den in den Tabellen 
angefiihrten Versuchen mehrere hundert Vorversuche mit Leber- und 
Carcinomgewebe angestellt habe, die alle dasselbe Resultat ergaben. 
Carcinomgewebe zersetzte ausnahmslos — gleichgiiltig, ob der Tumor 
groB oder klein, alt oder jung war — groBe, Lebergewebe im Vergleich 
zu Carcinomgewebe nur kleine Mengen Zucker. 


VII. Die Beeinflussung der Glykolyse. 


Fragen wir nach der Bedeutung der Glykolyse fiir das Leben der 
Zelle, so miissen wir uns in erster Linie dariiber klar werden, ob die 
Glykolyse zu den energieliefernden Reaktionen der Zelle gehért oder 
nicht. 

Eine chemische Reaktion, deren Energie fiir die Zelle nutzbar 
sein soll, kann nicht im fliissigen Zellinhalt ablaufen'), sondern muBb 
an die Struktur gebunden sein. Ob dies der Fall ist, iaBt sich auf ein- 
fache Weise mit Hilfe von Stoffen entscheiden, die von den Struktur- 
teilen adsorbiert werden. Reaktionen, die an der Stuktur vor sich 
gehen, werden durch derartige Stoffe — die Narkotika — gehemmt, 
und zwar bei Konzentrationen, die wohlbekannt und von Zelle zu 
Zelle nicht allzu verschieden sind, bei den sogenannten ,,Struktur- 
wirkungsstarken‘‘?). Auch Kolloidreaktionen werden durch Narkotika 
gehemmt, aber erst bei Konzentrationen, die weit tiber den Struktur- 
wirkungsstirken liegen. - 

Ein einfaches und iibersichtliches Beispiel dieser Verhaltnisse hat 
man, wenn man die Hemmung der alkoholischen Girung durch Narko- 
tika untersucht, einerseits in der lebenden Hefezelle, andererseits im 
HefepreBsaft, in dem man das Ferment der alkoholischen Garung, 
abgelést von der Struktur, vor sich hat. Man findet dana, daB zur 
Erzielung einer bestimmten Giarungshemmung im PreBsaft erheblich 
héhere Konzentrationen irgend eines Narkotikums erforderlich sind 
als in der Zelle. 

Um die Wirkung der Narkotika auf die Glykolyse zu untersuchen, 
wurde in die Trége I und II das zu priifende Narkotikum bis zu gleicher 
Konzentration zugesetzt und die Glykolyse im itibrigen wie beschrieben 
gemessen. Kin Parallelversuch mit Schnitten desselben Tumors, 
jedoch ohne Narkotikum, ergab die ungehemmte Glykolyse. War 


1) O. Warburg, Ergebn. d. Physiol. 14, 316, 1914. 
*) Derselbe, Arch. f. d. ges. Physiol. 158, 19, 1914. 
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der Glykolysequotient ohne Narkotikum Q, mit Narkotikum Qy, so 
Q — Qn. 
Q 
Ich habe die Wirkung von drei narkotischen Substanzen aut die 
Glykolyse durch Carcinomgewebe niher untersucht und dabei folgendes 
beobachtet: 


ee durch a. in Luft bei 37,5°. Versuchsdauer 1 Stunde. 


war die Hemmung durch das Narkotikum 





Neshetiieme 
konzentration id.) cmm CO, 








Narkotikum | Ringerlésung | mg><Std. Hemmung 

| Gewichtsproz. ae 
par | 35,4 

Fe rae 2 oer 3 20'3 42 
{ _ 30,8 

Isobutylurethan. ....... \ 1 83 76 
— 35,4 

Heptylalkohol ........ gesittigt | 0 100 


Die so gefundenen Wirkungsstiirken wollen wir vergleichen mit 
den Wirkungsstirken, die Warburg und A. Dorner!) fir die Hemmung 
der alkoholischen Garung in der lebenden Hefezelle und im HefepreB- 
saft erhalten haben (Tabelle X). 

Tabelle X. 
Wirkung der Narkotika auf Hefegirung und Carcinomglykolyse. 
| 














Garungs: Png Hemmung der 
Narkotik h im | emmung in Glykolyse 
eu st Hefeprel salt | . Sear ya 
Athylurethan, 3proz..... . | 17Proz. | 41Proz. | 42 Proz. 
Isobutylurethan, lproz. ... oe 3, ao 
Heptylalkohol, gesittigte Lisung Gee cae 100, 100, 


Das Ergebnis dieser Gegeniiberstellung ist im héchsten Grade 
bemerkenswert, denn es zeigt, daB die fiir Carcinomgewebe gefundenen 
Wirkungsstarken die Strukturwirkungsstirken sind. Die Glykolyse wird 
durch dieselben Narkotikumkonzentrationen gehemmt, wie die Hefe- 
garung in der lebenden Zelle. Es ist damit bewiesen, daB die Glykolyse 
an der Oberfliche der Strukturteile vor sich geht, und es ist die Még- 
lichkeit, wenn auch nicht die GewiBheit gegeben, daB die bei der 
Glykolyse freiwerdende Energie von der Zelle benutzt wird. 

An dieses Hauptresultat meiner Beeinflussungsversuche will ich 
noch einige der Mitteilung werte Beobachtungen und Hinweise an- 
schlieBen : 


1) A. Dorner, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 99, 1912. 


- 





































esis irae ita inne 





















350 8. Minami: Versuche an iiberlebendem Carcinomgewebe. 


1. Der entwicklungshemmende Heptylalkohol gehért zu den 
schonendsten Antiseptika. Da er, wie Tabelle X zeigt, die Glykolyse 
volikommen hemmt, so findet man keine Glykolyse, wenn man dem 
Gewebe Antiseptika zusetzt, vermutlich einer der Griinde dafiir, dab 
man bisher die Glykolyse durch Tumorgewebe iibersehen hat. 

2. Ebenso wie Glucose wird Fructose durch Carcinomgewebe zu 
Milchsiure gespalten. Rohrzucker jedoch wird nicht angegriffen, 
woraus hervorgeht, da8 der Tumor Rohrzucker nicht invertieren kann. 

3. Wie die meisten Garungen, ist auch die Glykolyse gegeniiber 
Blausiure nur wenig empfindlich. Beispielsweise wird die glykolytische 
Wirksamkeit von Carcinomgewebe durch Blausiurekonzentrationen von 
n/1000 nicht beeinfluBt. 


Vill. Zur Energetik der Glykolyse. 
mg Milchsdure 

mg Gewebe x Stunden’ - 
fiir den Tumor gefunden ist, mit 0,131), so erhalten wir die Energie 
in Kalorien, die 1 mg Tumor pro Stunde durch die Glykolyse freimacht. 
Je nachdem die Glykolyse in Luft oder in Stickstoff vor sich geht, 
ist also 0,106 oder 0,129 mit 0,13 zu multiplizieren, und wir finden: 
in Luft 0,014, in Stickstoff 0,017 cal. 


Multiplizieren wir den Quotienten 


Multiplizieren wir den Quotienten Bic mela. , der fiir den Tumor 
mg X Std. 
gefunden ist, mit 4,8 .10~%, so erhalten wir die Energie in Kalorien, 
die 1 mg Tumor pro Stunde durch die Atmung freimacht. Es ist also 
8,3 mit 4,8.10-31) zu multiplizieren, was 0,04 cal ergibt. 

Die Energie, die durch die Glykolyse frei wird, betrigt mithin 
0,014 0,017 <a E 
004 — 35 Proz. bzw. 0,04 = 42 Proz. der durch die Atmung frei- 
werdenden Energie. Die Zahlen sind bemerkenswert hoch und zeigen, 
daB ein erheblicher Teil der Energie, die der Tumor freimacht, Spaltungs- 
energie ist. Wiirde er diese Energie ausnutzen, so ware er weniger 
als normale Zellen auf die Zufuhr von Sauerstoff angewiesen, ein Um- 
stand, der das Verhalten des Tumors im Organismus — man kann 
fast sagen — erkliren wiirde. 

Ob dem nun tatsiichlich so ist oder ob der Tumor die Spaltungs- 
energie nutzlos vergeudet, ist eine Frage, deren Beantwortung wir 


der Zukunft iiberlassen miissen. 


Zum SchluB spreche ich Herrn Warburg fiir die Anregung zu dieser 
Arbeit und fiir die Hilfe bei ihrer Ausfiihrung meinen Dank aus. 


1) Vgl. die vorhergehende Arbeit. 
































Die Rolle der Bakterien 
bei der ,,Milchsiuregirung der Glucose durch Peptone“’). IV. 


Von 
Oskar Acklin. 


(Aus dem hygienisch-bakteriologischen Institut der eidgenéssischen 
Technischen Hochschule in Ziirich.) 


(Eingegangen am 6. September 1923.) 


Die Ursache und der Verlauf der von Schlatter beschriebenen 
Garungen diirften durch die bisherigen Untersuchungen?) geklirt 
sein. Der Vollstandigkeit halber méchte es als angebracht erscheinen, 
den Stoffumsatz, wie dies Schlatter in seiner analytischen Untersuchung 
und Umsatzbilanz*) getan, sowohl qualitativ als quantitativ hier 
ebenfalls noch eingehender zu beriicksichtigen. Unter den vorliegenden 
Verhiltnissen aber muSte ein solches Vorgehen nicht nur belang-, 
sondern vor allem wertlos erscheinen, indem eine Untersuchung iiber 
die chemischen Umsetzungen der betreffenden Peptonbakterien nétig 
geworden wiire, was aber weder beabsichtigt war, noch zweckmabig 
erscheinen konnte. Es wurde daher von den erwahnten Untersuchungen 
abgesehen. 

Immerhin moége hier noch mitgeteilt sein, daB die in den ver- 
schiedenen Giarversuchen gebildete Saéure vorwiegend als Milchsiure 
identifiziert werden konnte. Daneben wurden aber, je nach den be- 
sonderen Lebensbedingungen der verschiedenen Peptonbakterien, auch 
andere Carbonsauren nachgewiesen, wesentlich Bernsteinsiure. Damit 
sei der — naturgemaB negativ orientierte — Teil der bisherigen Unter- 
suchungen abgeschlossen. 

Es erschien nunmehr noch angebracht, im Interesse der Voll- 
standigkeit, und vor allem, um die Bedeutung der Sterilisation fiir den 


1) Milchs’uregirung der Glucose durch Peptone, von Gottjr. Schlatter. 
Diese Zeitschr. 181, 362, 1922. 

*) Diese Zeitschr. I., II. und III. Mitteilung. 

3) Ebendaselbst 181, 370, 1922. 
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Ablauf der Girungen der sterilisierten Giirsysteme kennenzulernen?), 
hier noch tiber einige weitere Untersuchungen zu berichten. Diese 
erfolgten durchweg am Iproz. System Pepton-Glucose-NaHCOsg, 
welches auch hier genau so hergestellt wurde wie bisher?), so daB 
zuerst die ,,Sterilisationswirkung’’ auf das Pepton und dann auf die 
Glucose (in 2proz. Lésungen) untersucht wird. Die Sterilisation dieser 
Lésungen zu je 50 ccm erfolgte im Autoklaven bei 108° wiahrend 
10 Minuten’). Die Beurteilung des Gireffektes geschah ebenfalls wie 
bisher durch Feststellung der in den entsprechenden Zeiten gebildeten 
Saure bzw. der Volumteile Gas im Vergleich zur Gasbildung im nicht 
sterilisierten Girsystem bei einer Inkubationstemperatur von 37°. 


1. Das Pepton. 


Die folgende Zusammenstellung orientiert iiber die duferlichen 
Veranderungen, welche die Peptonlésungen bei der Sterilisation erfahren. 


A. Vor der Sterilisation. B. Nach der Sterilisation. 
Io Starke flockige Triibung. Geringe, feine Triibung. 
IV Klare Lésung. Wenige groBe Flocken. 
Vo Starke flockige Triibung. GleichmaBig feine Triibung. 
VIo Kilare Lésung. Klare Lésung. 
VII Schwache Triibung. Schwache Triibung. 
VIII Klare Lésung. Starke feinflockige Triibung. 


Das Autoklavieren hatte somit die Peptonlésungen zum Teil auf- 
gehellt, d. h. nicht organisierte Ausscheidungen und teilweise wohl 
auch Bakterien in Lésung gebracht (Ip und Vg), oder aber koagulier- 
bare Substanzen ausgefallt (IV und VIII), wahrend eine dritte Gruppe 
von Peptonen (VIo und VII) sich anscheinend makroskopisch nicht 
veraindert hat. 


~ Von den obigen, sterilisierten Peptonlésungen wurde je 1 cem in 
5cem Traubenzuckerbouillon bei 37° wahrend dreimal 24 Stunden 
auf Sterilitit gepriift. Die Peptonlésungen erwiesen sich als steril. 
Mit den Peptonlésungen (A) wurden nach 15 Stunden Vorbebritung 
in der bekannten Art und Weise lproz. Girsysteme von je 1 Proz. 
Pepton-Glucose-NaHCO, hergestellt, in Saccharimetern bei 37° be- 
briitet und der Garverlauf verfolgt. Gleichzeitig wurden mit den 
vorbebriiteten autoklavierten Peptonlésungen (B) wiederum 1proz. 
Garsysteme hergestellt, und zwar so, daB vorgingig zu je 4 ccm dieser 
Peptonlésungen 1lccm der entsprechenden vorbebriiteten Pepton- 
lésungen (A) zugegeben wurde, worauf die so beimpften 1 proz. Systeme 


1) Siehe ITI. Mitteilung, 142, 117, 1923. 
2) Siehe II. Mitteilung, 141, 70, 1923. 
3) Siehe III. Mitteilung, 142, 117, 1923. 
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ebenfalls bei 37° inkubiert und ihr Giarverlauf registriert wurde. In 
der folgenden Tabelle ist der Giarverlauf der beiden Versuchsreihen 
qualitativ aufgezeichnet. 




















A. Normales ws. ane . Sterilisiertes Pepton. 
ia | ey Seandee aie Er ro  etidiin ; 
Pepton |}——— — Pepton = |——__——_— 
igs Al... | 24 | 4 | @ | 0; | 10 | 24 | 34 | 60 | 100 
oy ee: aS ao | 
Io | + | + el et te Io] +] +) +/| x | x 
Iv j—;};—j— Se Se IV —j}m—ie—l|—j]— 
Vo | ot ao + | it Voll + | + | + | x x 
VIo —}|-—-i-j-i er Vig! —|—| — Sa Gx 
vir | — =| Ai a 3 vi mek Cond tha +i + 
eh RS ES We Gk | he, Te RAR OR ell a 
+ = Garung. = keine Garung. x = Abbruch der Garung. 


Obige qualitative Daten besagen indes nur, daB die Lésungen 
der Peptone IV, VI, und VIII keine Bakterien enthalten oder mindestens 
so wenige, daB solche weder im normalen, vorbebriiteten Giarsystem 
direkt, noch ins sterilisierte iibertragen, einen Gireffekt auslésen kénnen. 
Aufschlu8 iiber eventuell durch die Sterilisation aufgetretene Ver- 
anderungen in den Peptonlésungen konnte daher nur durch nach- 
folgende quantitative Angaben iiber den zeitlichen Verlauf der Garungen 
erhalten werden. (Es kommen jetzt natiirlicherweise nur noch die 
Peptone I, Vo und VII in Frage.) 

In der folgenden Tabelle (siehe Tabelle Seite 354) ist der Gir- 
verlauf der beiden Versuchsreihen quantitativ aufgezeichnet. 

Die Annahme, da8B die Wirkung der Sterilisation auf das Pepton 
im wesentlichen hydrolytischer und koagulierender Natur sei, diirfte 
den Tatsachen entsprechen. Fiir den ersten Fall wiirde daraus eine 
Vermehrung der einfacheren EiweiSbausteine (Aminosiuren) resul- 
tieren, fiir den anderen dagegen diirften die koagulierbaren Bestandteile 
(Albumine usw.) aus dem System und somit fiir den Bakterienstoff- 
wechsel ausscheiden. Wo beide Vorgiinge gleichzeitig eintreten, kann 
einer den anderen in seiner Auswirkung aufheben, so daB dann trotz 
effektiv tiefgreifendster Beeinflussung des Peptons durch die Sterili- 
sation (dritter Fall), weder eine Férderung (erster Fall) noch eine 
Hemmung des Giarverlaufes (zweiter Fall) sogleich wahrnehmbar zu 
sein braucht. 

Die obigen Versuchsresultate ergeben fiir die Girsysteme mit den 
sterilisierten Peptonen Ig und Vo eine Verzégerung des Girverlaufes 
gegeniiber den ,,Normalpeptonen“. Diese Verzégerung erscheint aber 
nicht bedeutungsvoll. GréBere Unterschiede sind dagegen beim 
Pepton VII festzustellen. Hier wird durchschnittlich in der halben 
Zeit im Garsystem mit dem ,,Normalpepton“ ebensoviel Siure bzw. Gas 
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A. Normales Pepton. B. Sterilisiertes Pepton. 
Gebildetes CO, in Volumteilen des méglichen Gases. 





Pepton lo. Pepton Vo. Pepton VII. 
Neh | A | B Nach A | Ste Tae 8 
Stunden i CQ, | CO, Stunden CQ, | CQ Stunden CO, CO, 
1 as 1 Is "Ng 
6 | 0 LA Oe diet) bea 10 
3 5 2 3 
. 10 10 ” 10 ee 56 10 i 
4 7 1}), 
9 aes ‘ ae EaeR jeasll t 
10 % 10 ” 10 
6 8°), 2 
1 — — | 2 — 
. 10 * | 10 ™ 10 
8 | . 9 
” 10 ” 10 i 
4 | a | : 
we 10 ~ RN 10 
4 
| 120 ne - 








produziert wie im Garsystem mit sterilisiertem Pepton. Die Autoklav- 
sterilisation kann demnach als Hemmungsursache des zeitlichen Giar- 
verlaufes des Garsystems mit dem Pepton VII angesprochen werden. 


Es mu aber darauf hingewiesen werden, daB die erwaihnten 
Versuche keineswegs betriedigen konnten. Einmal erméglichten sie 
eine entsprechende Priifung der von Haus aus sterilen Peptone nicht. 
Ferner lag keine gleichmaBige Beimpfung der zu vergleichenden Gir- 
systeme vor, so da eventuelle Verschiedenheiten im Giareffekt auf 
diesen Umstand zuriickgefithrt werden konnten. Aus diesen Griinden 
wurde folgende weitere Versuchsreihe angesetzt. 


Mit den Peptonen I, IV, VI und VIII (aus den Petrischalen), 
welche als steril zu betrachten sind, wurden I proz. Garsysteme her- 
gestellt. Diese wurden je mit 1250000 pro 10 ccm Garflissigkeit frisch 
geziichteten Bakterien aus dem Pepton Io in der bereits bekannten 
Weise’) beimpft und in Saccharimetern bei 37° bebriitet. In genau 
derselben Weise wurden mit der gleichen Bakterienmenge beimpfte 
lproz. Girsysteme der vorgingig etwa 15 Stunden vorbebriiteten und 
dann sterilisierten Peptone hergestellt. Der Garverlauf wurde ebenfalls 
in Saccharimetern bei 37° verfolgt. 


In der folgenden Tabelle sind die in Teilen des méglichen Gas- 
volumens ausgedriickten Resultate aufgefihrt. 


1) Siehe III. Mitteilung, diese Zeitschr. 142, 117, 1923. 
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A. Normales Pepton. B. Sterilisiertes Pepton. 
Gebildetes CO, in Volumteilen des méglichen Gases. 
Pepton I. Pepton IV. Pepton VI. Pepton VIII. 





Nach || A | B | Nach | A | B | Nach | A | B | Nach || A | B 
Stunden | CO, | CO, |Stunden) CO, | COs, [Stunden CO, | CO, | Stunden | CO, | CO, 
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} } 
14 — | 12%), be ee ng oe M4 Be ice | 
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Die vorliegenden Versuchsergebnisse lassen in den verschiedenen 
Giirsystemen eine wesentliche Beeinflussung des Girverlaufes durch 
die vorgingig erfolgte Sterilisation der Peptone gegeniiber den ,,Normal- 
peptonen“ nicht feststellen. Vor allem sind keine tiefgreifenden Ver- 
schiedenheiten des Garbeginns und des Garabschlusses zu beobachten. 
Was dagegen Einzelheiten des Girverlaufes betrifft, ist zu sagen, daB 
daselbst gewisse Etappen mehr oder weniger ausgeprigt verschoben 
auftreten. Aber auch diese Verschiebungen andern den Charakter 
der entsprechenden Garkurven nirgends, sondern sie diirften lediglich 
ein Ausdruck der bakteriellen Ursache der Garungen sein. 


2. Die Glucose. 

Hier lagen natiirlicherweise einfachere Verhiltnisse als bei den 
Peptonen vor, und die Mégiichkeit einer Verinderung durch Warme- 
sterilisation war vor allem bedeutend geringer, wenn nicht tiberhaupt 
ausgeschlossen. Um aber trotzdem eine experimentelle Bestatigung 
hiertiber zu haben, wurde folgende kurze Versuchsreihe angelegt. 


Biochemische Zeitschrift Band 142. 24 
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Mit den etwa 15 Stunden vorbebriiteten Peptonen Ip,, Vo und VII 
wurden Garsysteme zu je 1 Proz. Pepton-Glucose-NaHCO, unter Ver- 
wendung von normaler Glucose (A) und von sterilisierter Glucose (B) 
in Saccharimetern hergestellt, bei 37° inkubiert und dabei folgende 
Resultate erhalten. 


A. Normale Glucose. B. Sterilisierte Glucose. 


Gebildetes CO, in Volumteilen des méglichen Gases. 





























Pepton I). Pepton Vo. Pepton VII. 
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Die oben geauBerte Vermutung wird durch die vorliegenden 
Resultate in dem Sinne bestitigt, daB von einer Beeinflussung des 
Garverlaufes durch die Verainderungen, die die Autoklavsterilisation 
verursachen wiirde, nicht die Rede sein kann. 

Die Abweichungen, welche im Girverlauf mit sterilisierter gegen- 
iiber denjenigen mit normaler Glucose beobachtet werden kénnen, 
bewegen sich innerhalb der Abweichungen der verschiedenen gleich- 
wertigen Versuche. 

Es kann daher zusammenfassend festgestellt werden, daB die vor- 
genommene Wirmesterilisation bei 108° wihrend 10 Minuten das 
untersuchte Pepton-Glucose-Na HCO,-System seiner originalen, charak- 
teristischen Garfahigkeiten nicht beraubt, so daB zur Sterilisierung 
dieses Girsystems und solchen von ahnlicher Zusammensetzung die 
angegebene Vorschrift Anwendung finden kann. 

Die Annahme nun, da’ die Warmesterilisation und die beschriebene 
Priifung ihrer unerwiinschten Nebenwirkungen mit Hilfe der Bakterien- 
methode eine durchweg befriedigende sei, wire ein Irrtum. Dies 
dirfte vor allem daraus hervorgehen, daB diese Methode nur insoweit 
die unerwiinschten Nebenwirkungen registriert, als solche im steri- 
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lisierten Substrat Veriinderungen erzeugen, welche die Bakterien bzw. 
deren LebensiuBerungen beeinflussen. Da aber bekannt ist, daB Bak- 
terien unter Umstanden unter relativ verschiedenen Lebensbedingungen 
gleiche oder doch ahnliche LebensiuBerungen zeitigen kénnen, muB 
die Warmesterilisation bzw. die Priifungsmethode mit Bakterien als 
ungeniigend erscheinen. 

Es wurde daher nach einer Sterilisationstechnik gesucht, die bei 
derselben Leistungsfahigkeit die unerwiinschten Nebenwirkungen zum 
voraus ausschlieBt. Die Selbstherstellung eines Peptons sollte dieses 
Ziel erreichen lassen. Es wurde dementsprechend versucht, genau 
nach den von der A.-G. vorm. B. Siegfried in -Zofingen erhaltenen 
Angaben!) das Pepton sicc. cum sale ,,Siegfried‘‘ so aus dessen Roh- 
materialien herzustellen, daB durch den HerstellungsprozeB selbst, 
vornehmlich aber durch andauernde Warmewirkung bei niedriger 
Temperatur die vorhandenen Bakterien abgetétet und neue durch 
aseptisches Arbeiten ferngehalten wurden. Der Versuch gelang nicht. 
Sterilitat konnte nicht erreicht werden, und zwar wohl darum nicht, 
weil die anzuwendende Temperatur von 55 bis 60° vorschriftsgemaB 
nicht tiberschritten werden durfte. 


Dagegen wurde jetzt die Sterilisation des Peptons vermittelst 


Ultrafiltration 
versucht. 

1. Porzellanfilterkerzen von unbekannter PorengréBe. 

Normale sowie etwa 15 Stunden vorbebriitete 2proz. wisserige 
Lésungen des Peptons In, wurden durch solche Kerzen filtriert und 
je 10 ccm der Filtrate in 50 ccm Traubenzuckerbouillon bei 37° auf 
Sterilitat gepriift. 

Resultat: Alle Filtrate steril. 

Zur Kontrolle wurden mit diesen Filtraten und den unfiltrierten 
Peptonlésungen in bekannter Weise lproz. Girsysteme hergestellt, 
welch letztere ihren normalen Giarverlauf zeitigten, wihrend die Gar- 
systeme der Filtrate véllig intakt blieben. 

Es kann gegen die Sterilisation mit Porzellanfilterkerzen ein- 
gewendet werden, daB diese das Filtrat nicht véllig ,,unberiihrt“ passieren 
lassen, insbesondere bestiinde die Méglichkeit der Adsorption von 
EiweiB- und anderen eventuell fiir die Girvorginge bedeutungsvollen 
K6rpern oder der Veranderung der Kolloiditaét des Filtrats. 


Um auch diese Mingel an der Sterilisation vermittelst Weg- 
filtrierens der Bakterien zu beheben, haben. wir nunmehr die de Haén- 


1) Siehe IT. Mitteilung, diese Zeitschr. 141, 70, 1923. 
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schen Membranfilter verwendet. Zufolge deren glatter Oberfliche, 
ihrer siebartigen Wirkungsweise, ibres relativ raschen Filtrierens, und 
vor allem wegen ihres auBerst dimnen Filterkérpers dirfen wir diese 
Filter fiir die vorliegenden Zwecke als besonders zweckmaBig bezeichnen. 
Die de Haénschen Membranfilter, wie sie fiir bakteriologische 
Zwecke im Handel sind, kénnen auBerdem fir die besonderen Zwecke, 
denen sie hier dienen miissen, ausgewahlt, d. h. der GréBe der weg- 
zufiltrierenden Bakterien angepaBt werden. Denn es ist fir jedes 
Filter sowohl die maximale Porenweite als dessen DurchfluBgeschwindig- 
keit bekannt. AuBerdem gewahren die Filter in Verbindung mit einem 
eigens von uns hierzu konstruierten kleinen Apparat zur Aufnahme 
des Filtrats ein rasches und absolut steriles Arbeiten. 

2. De Haénsches Membranfilter. 

Normale sowie etwa 15 Stunden vorbebriitete 2proz. wiisserige 
Lésungen des Peptons Ig, wurden in einem kleinen Filterapparat 
von 3,5cm Filterdurchmesser a) durch ein 15-Sekunden-Filter von 
0,78 w') und b) durch ein 200-Sekunden-Filter?) von 40 u1) maximaler 
Porenweite bei guter Wasserstrahlpumpe (20 bis 18mm Hg-Druck) 
filtriert und je 10 ccm der Filtrate in 50 ccm Traubenzuckerbouillon 
bei 37° auf Sterilitaét gepriift. 

Resultat: 1. Filtrat a (0,78/15 Sekunden): Steril. 

Giarversuch: Negativ. 


2. Filtrat b (40/200 Sekunden): Ersten und zweiten Tag steril, 
dritten Tag leichtes Bakterienwachstum. 


Giarversuch: Negativ. 
Kontrolle (unfiltrierte Peptonlésung): Positiv. 


Die Filtration ging glatt und in der entsprechenden Zeit vor sich. 
Es trat keine Verstopfung der Poren ein, und somit war auch kein 
langdauerndes Filtrieren notwendig, wie dies teilweise bei den Porzellan- 
filterkerzen der Fall war. Ein Durchwachsen der Bakterien durch 
das Filter kommt daher nicht in Frage. Vor allem aber diirfte das 
Resultat des Filters b, das wegen seiner unverhaltnismaBig groBen 
maximalen Porenweite kein steriles Filtrat lieferte, beachtenswert 
sein. Dieses Filtrat isi trotzdem fir die vorliegenden Zwecke brauch- 
bar, indem es in keiner Weise in seiner chemisch - physikalischen 
Struktur verandert worden sein diirfte. 


1) Die kleinsten Bakterien des Peptons Ip, haben einen Durchmesser 
von 0,8 4. 

2) Es sind darunter Filter zu verstehen, die bei einer kreisférmig 
filtrierenden Flache von 10cm Durchmesser in 15” bzw. 200” 100 ccm 
Wasser durchflieBen lassen. 
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Wir glauben, in der zweckmaBigen Filtration mit de Haénschen 
Membranfiltern eine brauchbare und einfache Sterilisationsmethode 
fir Untersuchungen von der Art Schlatters und ahnlicher empfehlen 
za kénnen und betrachten damit die vorliegende Kritik der 
Schlatterschen Arbeit als abgeschlossen. 


Persénliche Feststellung. 

Ich méchte hiermit festgestellt wissen, da8 meine Hilfe in bezug 
auf die Untersuchung der Bakterieneinwirkung in den Schlatterschen 
Garversuchen?) lediglich in der Ausfiihrung einiger Sterilisationsversuche 
bestand, sowie in der Ubermittlung eines kurzen Berichtes an Schlatter 
(am 2. Marz 1922), worin ich ihm im wesentlichen miitteilte, da8 meines 
Erachtens die Bedeutung, die den Bakterien bei seinen Giarvorgingen 
zukomme, nicht bekannt sei, und da8® die ganze Frage nur auf Grund 
einer besonderen Arbeit abgeklart werden kénne. 


1) Schlatter, diese Zeitschr. 131, 378, 1922. 























Uber die Chlorverteilung im Blute. 


Von 


Ladislaus Csfki. 
(Unter teilweiser Mitwirkung von Josef Halmi.) 


(Aus der IIT. medizinischen Universitaétsklinik in Budapest.) 


(Eingegangen am 8. September 1923.) 


Mit der Entwicklung der Mikromethodik wurden die Veréffent- 
lichungen, die sich mit der Verteilung der einzelnen Blutsubstanzen 
zwischen den Blutkérperchen und Plasma befassen, immer zahlreicher. 
Es wurde schon langst versucht, mit diesbeziiglichen Untersuchungen 
Klarheit zu bringen, welche die Substanzen sind, die sich nur in den 
Blutkérperchen, und welche sich nur im Plasma befinden. 

In meiner Arbeit: Uber die Zuckerverteilung im Blute!), befaBte 
ich mich ausfihrlich mit den Schwierigkeiten, die noch vor kurzem 
in der Beurteilung der Verteilung der einzelnen Blutsubstanzen nicht 
vermeidbar waren. Seit der Einfithrung der Mikromethoden muBte 
ein groBer Teil dieser Fragen revidiert werden. 

Betreffs der Verteilung des Blutchlorgehaltes stehen die meisten 
Autoren auf dem Standpunkte, da8 die Blutkérperchen etwa 30 bis 
60 Proz. des Serumchlors enthalten; aber nach den letzthin erschienenen 
Untersuchungen von Falta?) und seinen Schiilern [ Richter-Quitiner®), 
Muresanu*), Dische®)| wiren die normalen Blutkérperchen ginzlich 
chlorfrei, nur in den Blutkérperchen Nierenkranker und Hypertoniker 
soll angeblich mehr oder weniger Chlor enthalten sein®). 

In meiner erwaihnten Arbeit habe ich ausfiihrlich betont, daB wir 
die Ergebnisse der Blutanalysen nur in dem Falle auf die Verhialtnisse 


1) Wien. Arch. f. inn. Med. 8, 459, 1922. 

2) Diese Zeitschr. 100, 148, 1919. 

3) Ebendaselbst. 

4) Ebendaselbst 124, 114, 1921. 

5) Ebendaselbst 181, 596, 1922. 

®) Ich mu8B hier bemerken, da8 in dem Serumchlorwerte zwischen 
Falta und anderen Autoren kein Unterschied sich ergibt, das Gesamtblut- 
chlor dagegen ist bei seinen Untersuchungsergebnissen auffallend niedrig; 
so ergibt sich bei ihm die Chlorfreiheit der Blutkérperchen. 
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des strémenden Blutes iibertragen diirfen, wenn die Untersuchungen 
wirklich in intaktem, mit gerinnungshemmenden Substanzen nicht 
verunreinigtem Blute unternommen werden. Nachdem meine Ergeb- 
nisse iiber die Blutzuckerverteilung eine groBe Differenz von den- 
jenigen, mit anderer Methodik erhaltenen Resultaten zeigten, hielt ich 
es der Mihe wert, die Verteilung des Blutchlors entsprechend den 
oben angefiihrten Kautelen zu untersuchen. 


Methodik. 


Wie beim Untersuchen der Blutzuckerverteilung, verwendete ich 
auch hier keine gerinnungshemmenden Substanzen; das Gesamtblut- 
chlor analysierte ich von der Fingerbeere, das Plasmachlor vom durch 
Venaipunktion gewonnenen Blute dermaBen, daB ich etwa 6 bis 8 ccm 
Blut, gut verkorkt, sofort nach der Punktion 2 Minuten lang abzentri- 
fugierte und das noch nicht geronnene Plasma untersuchte. © 


Das Chlor bestimmte ich nach der Methode von Kordnyi'), die Rusznyak 
fiir Mikromethodik ausarbeitete*). Ich stellte immer drei Parallelen auf, 
die Werte zeigten eine Differenz von héchstens 1 Proz. Zu den drei Be- 
stimmungen geniigen 0,4cecm Plasma. 

Es ist wirklich erstaunlich, daB die Kordnyische Chlorbestimmungs- 
methode, die betreffs der Genauigkeit, Einfachheit und Raschheit seiner 
Ausfiihrung bedeutend itiber allen anderen Chlormethoden steht, sogar 
in der deutschen Literatur erst jetzt allgemein bekannt zu werden beginnt. 
obwohl sein Autor dieselbe schon im Jahre 1897 veréffentlichte. Aus den 
Arbeiten der auslindischen Autoren*) aber sehen wir noch jetzt, daB sie 
noch immer die viel komplizierteren, oft gravimetrischen Methoden benutzen, 
welche nicht nur sehr langwierig, sondern dabei auch nicht ganz exakt sind. 
Die Unkenntnis dieser Methode geht so weit, daB Claudius*) in der Deutsch. 
Kongr. f. inn. Med. im Jahre 1922 eine Chlorbestimmungsmethode als neu 
vorfiihrte, welche eigentlich die Kordnyische Methode ist! 

Nach Dische*) (Laboratorium von Falta) laBt die Kordnyische Methode 
zwei Fehlerquellen zu: 1. kénnen Cl-Verluste durch zu starkes Erhitzen 
vorkommen und 2. kann man zu hohe Werte erhalten, wenn man die Zer- 
stérung des organischen Materials nicht vollstandig durchfiihrt. In dem 
ersten Falle ergibt sich ein héherer, im zweiten Falle ein niedrigerer Wert, 
als es der Wirklichkeit entspricht. Wegen dieser angeblichen Fehlerquellen 
hat das Laboratorium von Falta die Methode auch modifiziert. 

Nach unseren Untersuchungen sind die obenerwaihnten Fehlerquellen 
nicht stichhaltig, wodurch diese Modifizierungen gianzlich iiberfiiissig 
werden, nachdem sie die Methode nur komplizieren. 


1) Zeitschr. f. klin. Med. 38, 1, 1897. 
2) Diese Zeitschr. 114, 23, 1921. 
3) Rieger, zitiert nach Kongr.-Centialbl. 19, 280, 1921. Gutmann und 
Schlesinger, diese Zeitschr. 60, 283, 1914. Siebeck, Arch. f. exper. Pathol. u. 
Pharm. 85, 214, 1920. Warburg, diese Zeitschr. 107, 252, 1920 usw. 

4) Zitiert nach Kongr.-Centralbl. 27, 490, 1923. 
§) Le. 
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Ad 1. In der Probe ist das ganze Chlor als AgCl-Niederschlag und nicht 
als HCl vorhanden. Im iibrigen kommt es auch bei diesem Vorgehen iiber- 
haupt nicht zu solehen Temperaturen, daB vom Cl-Verlust die Rede sein 
kénnte. Um aber den Einwand auch experimentell zu priifen, leitete ich 
bei der Cl-Bestimmung den Dampf der kochenden Fliissigkeit wihrend 
mehrerer Stunden in eine Lésung von AgN O,, aber diese blieb vollkommen 
klar, zum Zeichen, daB aus der Probe kein Cl entwich. 

Ad 2. Von den organischen Substanzen miissen wir natiirlich diejenigen, 
welche auch AgNO, binden kénnen, giinzlich zerstéren, dies aber geschieht 
bei der Mikromethode im Blute wie auch im Plasma binnen 2 bis 3 Minuten 
(auch bei der Makromethode héchstens 10 bis 15 Minuten) vollstandig. 
Die Zerstérung der organischen Substanzen von kleineren Molekiilen, die 
keine Phase der Bestimmung stéren, ist nicht notwendig. Ich stellte jedoch 
von demselben Blute parallele Proben auf und lieB zwei davon 3 Minuten 
lang, zwei 2 Stunden lang und zwei 4 Stunden lang kochen. Die Uber- 
einstimmung sémtlicher Werte zeigte, daB die Ag N O,-bindenden organischen 
Substanzen in 3 Minuten ginzlich zerstért wurden. Dies war iibrigens 
auch dadurch ersichtlich, da8 nach dem Kochen durch 3 Minuten, nach der 
Entfarbung des tiberfliissigen Permanganats das AgCl gut ausgeschieden 
und die obere Fliissigkeit giinzlich farblos und wasserklar wurde. 

Ich habe zu dem Verfahren von Rusznydk nur so viel hinzuzufiigen, 
daB8 wir imstande sind, die Genauigkeit der Methode noch wesentlich dadurch 
zu steigern, daB wir in den einzelnen Proben mehrere parallele Titrierungen 
vornehmen; wir geben nach der ersten Bestimmung wieder AgNO, zu 
der Fliissigkeit und titrieren es wieder mit H,N.SCN zuriick. So kénnen 
wir mit drei bis vier parallelen Titrierungen die Piinktlichkeit der Methode 
bis % Proz. erhéhen. 

Die Berechnung der Resultate kénnen wir dadurch bedeutend ver- 
einfachen, daB wir so lange, bis wir mit derselben Ag N O,-Lésung arbeiten, 
die NaCl-Prozent durch das Multiplizieren der verbrauchten AgNO,- 
Kubikzentimeter mit dem Faktor der Pipette erhalten. Den Faktor der 
Pipette rechnen wir iiblicherweise durch Kalibrieren mit Quecksilber aus, 
beriicksichtigend den Umstand, da8 der Ausdehnungskoeffizient des Queck- 
silbers auf den Grad Celsius = 0,000182 cem ist. So ist das Volumen der 
a.(1 + 0,000 182.) grSby : 
~ 13,596 —~, wo a = das Gewicht des bis zum Zeichen 
der Pipette aufgesogenen Quecksilbers und t = dessen Temperatur in Grad 


0,0585 (abs. F) 


Celsius ist. Der Faktor der Pipette ist also cere ery: wir 


den Cl-Gehalt in NaCl-Prozent ausdriicken. Dieser Faktor ist natiirlich 
so lange unverindert, bis wir dieselbe Lésung benutzen. So miissen wir 
also nur von dem Volumen der verbrauchten AgNO,-Lésung diese der 
H,N.SCN (korr. mit seinem relativen Faktor) abziehen und das Resultat 
mit dem Faktor der Pipette multiplizieren. 

Den Cl-Gehalt der Blutkérperchen berechnete ich auf indirektem 
Wege durch das Hedingsche Hiamatokrit. Ich iiberzeugte mich selber 
davon, daB die direkten Blutkérperchen-Chlorbestimmungen dadurch 
einen wesentlichen Fehler erleiden, daB auch nach dem starksten Zentri- 
fugieren noch immer wenigstens 10 Proz. des Plasmas zwischen den Blut- 
kérperchen zuriickbleiben, wenn wir nicht in Kapillarréhrehen zentrifugieren. 

In verkorktem Zentrifugierréhrehen lieB ich 6 cem defibriniertes Blut 
60 Minuten lang zentrifugieren (Tourenzahl:4000). Das Serum saugte 


Pipette V = 
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ich mit einer Kapillare sorgfaltig ab und bestimmte seinen Refraktionswert 
und Zuckergehalt. Dann gab ich ebensoviel physiologische NaCl-Lésung 
zu den Blutkérperchen wieviel Plasma ich entfernte und mischte das Ganze 
griindlich auf. Nach neuerlichem Zentrifugieren stellte es sich durch die 
Bestimmung der Zucker- und Refraktionswerte heraus, daB 10 Proz. des 
Plasma-Albumens und Zuckers zwischen den Blutkérperchen blieben. 

In mehreren Fallen bestimmte ich auch den Cl-Gehalt des spontan 
geronnenen Serums und des hirudinisierten Plasmas. 

Meine Ergebnisse sind aus folgenden Tabellen ersichtlich. Die 
letzten Kolumnen der Tabellen zeigen, wieviel Prozent des Plasma- 
bzw. Serumchlors die Blutkérperchen enthalten. 


I. Intaktes Blut. 

Wie aus Tabelle I ersichtlich, enthalten die Blutkérperchen — 
die Untersuchungen derartig gestaltend, daB sie den Verhiltnissen 
des strémenden Blutes entsprechen — bei normalen Individuen wie 
auch bei Kranken mit Stérung des Kochsalzstoffwechsels (Nieren- 
kranke, An- und Hyperacide, Tetanie, Diabetes insipidus) Chlor in 
bedeutender Menge, und zwar durchschnittlich 60 Proz. des Plasma- 
chlors (Grenzwerte 43 bis 78 Proz.). 

Was die absoluten Zahlen betrifft, so sehen wir, daB die normalen 
Werte zwischen sehr engen Grenzen variieren; im Blute 0,48 bis 
0,49 Proz., im intakten Plasma 0,55 bis 0,57 Proz., bei Diabetes und 
Hyperaciditat etwas niedrigere, bei Anaciden etwas héhere Werte. Die 
Gruppe der Nierenkranken zeigt zwei Typen: wihrend bei Nephrosen 
das Chlor des intakten Plasmas bis 0,65 Proz. hinaufgeht, zeigen die 
Nephritiden, Uraimiker meistens niedrigere Werte. 

Nach Falta und Richter-Quittner!) zeigt das Serumchlor einen 
héheren Wert als das Plasmachlor, welchen Umstand sie so erklaren, 
daB das zum Fibrinogen gebundene Chlor nach der Gerinnung frei 
wird. Ich muB bemerken, daB sie nicht intaktes, sondern mit Hirudin, 
Oxalat, Fluorid versetztes Plasma sofort nach dem Zentrifugieren mit 
dem Serum verglichen, welches sie 24 Stunden lang bei Zimmertempe- 
ratur stehenlieBen. Auf diese Weise kommt aber eine bedeutende 
Fehlerquelle hinzu, wie aus meinen noch zu erwihnenden Befunden 
hervorgeht. Ihre Plasma- und Serumchlorwerte zeigen eine Differenz 
von 15 bis 20 Proz.; bei meinen Fallen fand ich den Durchschnittswert 
des NaCl des intakten Plasmas 0,573 Proz., des Hirudinplasmas 
0,592 Proz. und des geronnenen Serums 0,581 Proz., also ziemlich 
gleiche Werte. Nach diesen Ergebnissen schlieBe ich mich der Meinung 
von Rusznyék?) an, da8 wir zur Annahme einer Fibrinogen-Chlor- 
verbindung itiberhaupt keinen Grund haben. 


1) Diese Zeitschr. 91, 381, 1918. 
2) Ebendaselbst 110, 60, 1920. 
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Wahrend dieser Untersuchungen machte ich eine Beobachtung, die 
vielleicht erwahnenswert ist. Ich fand nimlich, da8 das Chlor des mit 
den Blutkérperchen oder mit dem Blutkuchen zusammenstehenden Serums 
bedeutend und von Tag zu Tag abnimmt. Meine zahlreichen diesbeziiglichen 
Untersuchungen ergaben immer dasselbe Ergebnis: wiaihrend das von den 
Blutkérperchen sofort abgetrennte Serum gut verkorkt seinen Chlorgehalt 
auch nach Tagen unverandert behalt, geht das mit den Blutkérperchen 
zusammenstehende Serumchlor von 0,58 Proz. stufenweise und in einigen 
Tagen bis 0,50 bis 0,46 Proz. herab. Die Verminderung tritt besonders 
schnell ein, wenn wir das Blut 6fters gut durchschiitteln. 

Diese Beobachtungen zeigen zugleich, da8 sich bei der Gerinnung im 
Blute betreffs der Chlorverteilung ein analoger ProzeB abspielt, wie bei 
der Erhéhung seiner H’-Ionenkonzentration. Diese Cl-Verschiebung aus 
dem Serum nach den Blutkérperchen wird aber nach der Gerinnung nicht 
beendigt, sondern dauert noch tagelang weiter, auch dann, wenn das Serum 
nicht mit den Blutkérperchen (defibriniertes Blut), sondern mit dem Blut- 
kuchen zusarnmensteht. D. h. es permeiert das Chlor auch in das Gerinnsel 
hinein. 


Il. Defibriniertes und mit CO, behandeltes Blut. 


Entsprechend Hamburgers klassischen Untersuchungen geht auch 
nach unserem Befund (s. Tab. II und III) ein gewisser Teil des Blut- 
kérperchenchlors bei der Defibrinierung in das Serum iiber, wahrend 
sich im Gegenteil nach CO,-Durchfiihrung in vitro, oder nach groBen 
Dosen von NaHCO, in vivo und in geringerem Mae auch in dem 
stehenden Blute das Serumchlor vermindert und das Blutkérperchen- 
chlor sich erhéht. Diese Differenzen sind immer erheblich; darum 
sind die Angaben einzelner Autoren (Muresanu) sehr auffallend, daB 
sie zwischen den Chlorwerten des spontan geronnenen und defibri- 
nierten Serums keine Differenz finden. 


If. Chloraustausch zwischen den Blutkérperchen 
und einer isotonischen Lésung. 

Wie wir gesehen haben, ist die Chlorverteilung zwischen Blut- 
kérperchen und Serum auch in intaktem Blute nicht gleichmabig, 
das Gleichgewicht kann sich aber auf verschiedene Einwirkung in 
kiirzester Zeit bedeutend verandern; es scheint also, daB der freien 
Verteilung des Chlors eigentlich kein Hindernis im Wege steht. Es 
ist also fraglich, warum die Chlorwerte des Serums und die der Blut- 
k6érperchen differieren ? 

In einem Falle (Uramie) fand sich allerdings das auffallende Er- 
gebnis, daB die beiden Werte gleich waren, es kam also Chlor beim 
Defibrinieren aus den Blutkérperchen in das Serum nicht hinaus. 

Darum wollte ich mich iiberzeugen, ob dieses Verhalten, d. h. der 
Wegfall der Chlorabgabe fiir die urimischen Blutkérperchen spezifisch 
ist oder nicht und im allgemeinen, ob die nephritischen Blutzellen 
ihren Chlorgehalt schwieriger abgeben als die normalen Blutkérperchen. 
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Zu dieser Untersuchung lieB ich defibriniertes Blut — nach der 
Bestimmung seines Chlorgehaltes — ‘gut verkorkt zentrifugieren. 
Nach der Abpipettierung des Serums gab ich die gleiche Quantitat 
isotonischer Glucose- bzw. Na,SO,-Lésung zu den Blutkérperchen 
(Gefrierpunktserniedrigung = 0,56° C), wie das in den Untersuchungen 
von Snapper') und Siebeck*) geschah. Nach einigen Stunden langem 
Stehen bei Zimmertemperatur und nach éfterem Aufriihren bestimmte 
ich in dieser Fliissigkeit wieder die Chlorverteilung. 

Wie aus Tabelle IV ersichtlich, geben im defibriniertem Blute 
die Blutkérperchen einen Teil ihres Chlorgehaltes in die Zucker- bzw. 
Na, S0O,-Lésung ab, und zwar so, daB die Zuckerlésung nachher mehr 
Chlor enthalt als die Blutkérperchen. 

So viel ist aus diesen Untersuchungen ersichtlich, daB das Ver- 
‘ania Blutkérperchenchlor 
— Serumchlor 
deutet, welches mit der Atmung der Gewebe und des Blutes, mit der 
Veriinderung ihres O,- und CO,-Gehaltes in ganz geringem Grade — 
wie z. B. auch das Volumen der Zellen — sich verindert. 


= 0,60 ein gewisses Gleichgewicht be- 


Meine Untersuchungen — im intakten Blute ausgefiihrt — zeigen 
also betreffs der Zucker- und Chlorverteilung einen bedeutenden Unter- 
schied. Wéahrend die normalen Blutzellen im strémenden Blute kein 
oder sehr wenig Zucker enthalten, zeigen sie einen Chlorgehalt, der 
etwa 60 Proz. des Plasmachlorgehaltes entspricht. 

Als Erklarung der Differenz der Zuckerverteilung haben wir an- 
genommen, da8 im normalen Blute entweder der Zucker in gebundener 
Form zirkuliert, oder die Blutkérperchen fiir Zucker impermeabel sind, 
ferner haben wir angenommen, daB sie zwar permeabel sein kénnen, 
wobei aber nur so viel Zucker in dieselbe gelangt, als es dem momentanen 
Zuckerbedarf entspricht. Dagegen wire die Differenz in der Chlor- 
verteilung dadurch erklarlich, daB die Blutkérperchen einen um etwa 
40 Proz. kleineren ,.l6senden Raum“ besitzen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Blutkérperchen enthalten in normalen wie in pathologischen 
Fallen Chlor in bedeutender Menge, etwa 60 Proz. des Plasmachlor- 
gehaltes. 

2. Dieser Chlorgehalt der Blutkérperchen ist sowohl im strémenden 
Blute wie auch mit einer kleinen, aber sicher nachweisbaren Differenz 
in defibriniertem und hirudiniertem Blute nachweisbar. 


1) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 111, 429, 1913. 
*) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 85, 214, 1920. 
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Chlorverteilung im Blute. 369 


3. Die Einwainde von Dische gegen die Kordnyische Methode sind 
nicht stichhaltig und seine Modifizierungen iiberfliissig. , 

4. Wahrend der Chlorgehalt des strémenden und hirudinierten 
Plasmas des Serums nach spontaner Gerinnung der Blutkérperchen 
(sofort untersucht) innerhalb der Grenzen der Untersuchungsfehler gleich 
ist, verindert sich die Chlorverteilung nach dem Defibrinieren und 
nach COQ,-Durchleitung, wie auch nach groBen Gaben von NaHCO, 
bedeutend. 

5. Der Chlorgehalt des mit dem Blutkuchen stehenden Serums 
nimmt tagelang stufenweise ab. 
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Beitrag zur Bestimmung des Zuckers und Reststickstofts 
in kleinen Blutmengen. 


—— nm fj}. Sf ff. i et o, Se 


Von 
Ludwig Petschacher. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Innsbruck.) 


(Eingegangen am 10. September 1923.) 


] 
In einer fritheren Mitteilung (1) konnte ich in Ubereinstimmung | 
mit anderen Autoren zeigen, da bei Anwendung der Bangschen Mikro- 
methode (2) zur Bestimmung der Glucose und des Reststickstoffs im 
Blute unvermeidbare Fehler entstehen kénnen, welche fiir manche 
Fragestellungen zu groben Tauschungen AnlaB geben kénnen. Diese 
Fehlerquellen beruhen auf Faktoren, deren Konstanthaltung eben 
nicht mehr in unserer Macht liegt, wie vermutlich Anderungen des 
Luftdruckes, der Ionisation der Luft, der Dampfspannung und der- 
gleichen, lauter Faktoren, welche bei Anwendung gréBerer Mengen 
nicht in Betracht kommen. In spiter darauf hingerichteten Versuchen 
konnte ich tatsichlich bei Blutzuckerbestimmungen bis zu einem 
gewissen Grade cine Abhangigkeit vom Barometerstand in dem Sinne 
bemerken, daB die Werte bei niedrigem Luftdruck stets geringer waren. 
Es lieBe sich dies leicht damit erklaren, da8 infolge von Anderungen 
des Siedepunktes die Intensitait des Erhitzens eine geringere war. 

Da nun diese Fehler fiir manche klinischen Fragestellungen zu 
hoch erscheinen, andererseits aber die Entnahme gré8erer Blutmengen 
Anderungen in der Zusammensetzung des Blutes zur Folge haben 
kann, welche bei einer darauffolgenden Blutentnahme zu Tauschungen 
iiber die Wirkung eines Eingriffs oder dergleichen fihren kénnen, 
war es notwendig, einen Mittelweg zu gehen, bei welchem beide Fehler- 
quellen ausgeschaltet werden kénnen. 

Wie ich mich in Ubereinstimmung mit anderen Autoren iber- 
zeugen konnte, geniigt diesen Anforderungen die vorziigliche Methodik 
von Folin und Wu (3), welche sich iibrigens auch gegen die Anwendung 
; von zu geringen Blutmengen ausgesprochen haben. Nun erheischt 
die Anwendung dieser Methoden ein fiir unsere heutigen Verhiltnisse 
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kostspieliges Kolorimeter bzw. Nephelometer. Man kénnte an Stelle 
der von den Autoren angegebenen Kolorimeter das Aufenriethsche 
‘Kolorimeter verwenden, und tatsachlich hat Autenrieth selbst eine 
Methodik ausgearbeitet, welche sich fiir viele Zwecke ausgezeichnet 
bewahrt hat. Fiir manche Fragestellungen befriedigen aber die Resultate 
dieser Methode nicht, und ich entschlo8 mich daher zur Ausarbeitung 
einer Methodik, welche an Stelle der Kolorimetrie die Titration nach 
den Bangschen Prinzipien setzt und nur das EnteiweiBungsverfahren 
nach Folin und Wu, welches sich ganz ausgezeichnet bewiahrt hat, 
beibehalt. 


I. Blutentnahme und Enteiwei8ung. 


Nach dem Muster der amerikanischen Autoren verwende ich fiir 
die Blutentnahme eine ausgewogene Vollpipette fiir so viele Kubik- 
zentimeter, als ich fiir die Bestimmung gerade bendétige. Die Pipette 
ist vorn durch einen kurzen, gut anliegenden Gummischlauch in Ver- 
bindung mit einer Platiniridiumnadel. Am hinteren Ende wird ein 
langeres Schlauchstiick angesetzt, durch welches das Blut angesogen 
werden kann. In die Pipette selbst werden Kristallchen Kaliumoxalat 
gegeben, deren Menge nicht mehr als 2mg pro Kubikzentimeter be- 
tragen soll, und welche in das untere Ende der Pipette zu liegen kommen. 
Unmittelbar vor der Blutentnahme wird die Vene gestaut und sofort 
eingestochen. Bei richtigem Arbeiten steigt dann das Blut von selbst 
in der Pipette auf oder es geniigt ganz-leichtes Ansaugen. Man hat 
nur darauf zu achten, dab keine Luftblischen mit aufgezogen werden. 
Wenn die entsprechende Menge bis um ein Geringes oberhalb der 
oberen Marke der Pipette eingeflossen ist, wird der obere Schlauch 
zugehalten und die Nadel herausgezogen. Gleichzeitig wird die Stauung 
von einem Gehilfen gelést und die Blutung gestillt. Bei richtigem 
Arbeiten geht der ganze Eingriff so rasch vor sich, daB eine Veriinderung 
der Blutzusammensetzung nicht zu befiirchten ist und dem Patienten 
nicht mehr Unannehmlichkeiten bereitet werden, als bei einer Blut- 
entnahme mit der Frankschen Nadel. Der Blutverlust ist fiir den 
Erwachsenen bei einer Entnahme von 2 bis 5ccm ein geringer und 
gestattet, den Eingriff in kurzen Zeitraiumen zu wiederholen, ohne 
da8 hierdurch allein grébere Veranderungen der Blutzusammensetzung 
zu gewartigen sind, wie ich mich wiederholt iiberzeugen konnte. Die 
Methodik ist auch bei nicht zu kleinen Tieren, z. B. Kaninchen, fiir 
Reihenuntersuchungen anwendbar, solange die jedesmal entnommene 
Blutmenge nicht 2 ccm iibersteigt. Freilich erfordert die Technik gute 
“iniibung, damit jeder gréBere Blutverlust vermieden wird. 

Unmittelbar nach der Blutentnahme wird das untere Schlauchstiick 
mit der Platiniridiumnadel abgenommen, das obere Ende der Blutsiule 
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auf die obere Marke eingestellt, das untere Ende der Pipette von etwa 
anhaftendem Blute gereinigt und das Blut in das fiir die weitere Unter- 
suchung vorbereitete GefiB bis zur unteren Marke abgelassen. Das 
Blut muB8 dabei langsam und gleichmaBig aus der Pipette abflieBen, 
wodurch ein Anhaften an der Innenfliche derselben vermieden wird. 
Es erfolgt nun sofort die EnteiweiBung nach Folin und Wu. Zu 1 Volum- 
teil Blut werden 7 Volumteile destillierten (mit Nesslers Reagens auf 
Stickstofffreiheit gepriiften) Wassers zugesetzt, worauf man wartet, 
bis die Mischung Lackfarbe angenommen hat. Dann kommen zur 
Flissigkeit 1 Volumteil 10proz. Natriumwolframatlésung, welche den 
von Folin und Wu geforderten Anspriichen geniigen mu, und schlieBlich 
1 Volumteil */,n Schwefelsiure. Die Abmessung der Fliissigkeits- 
mengen soll nur in ausgewogenen Vollpipetten von entsprechendem 
Inhalt erfolgen. Das GefaiB wird sodann mit einem Gummistopfen 
gut verschlossen und unter méglichster Vermeidung von Schaum- 
bildung langsam geschwenkt, so da gute Durchmischung und gleich- 
maBige Verteilung des Niederschlages erreicht wird. Um einen etwaigen 
Wasserverlust durch Verdunstung, der durch Filtrieren entstehen kénnte, 
zu vermeiden, habe ich folgendes Verfahren zur raschen Gewinnung 
eines klaren Filtrats angewendet: die Ausfallung erfolgt in einem 
Zentrifugenglase, welches ungefihr die entsprechende Menge Fliissigkeit 
faBt. Es wird nach dem Durchmischen bei Belassung des Gummi- 
stopfens etwa 1, bis 14 Stunde bei 2000 Umdrehungen zentrifugiert. 
Hierbei setzt sich der Niederschlag am Boden geniigend ab, so dab 
die dariiber stehende Fliissigkeit nun rasch zur Entfernung kleinerer 
Beimengungen filtriert werden kann. Filtriert man niamlich gleich, 
so tropft die Flissigkeit ziemlich langsam ab und der Fehler, welcher 
durch die Verdunstung von Wasser entsteht, ist nicht unbedeutend. 
Far die im folgenden beschriebene Bestimmung der Glucose und des 
Reststickstoffs habe ich die EnteiweiBung insofern modifiziert, als ich 
an Stelle von 7 Volumteilen Wasser nur 5 verwende, und dafiir nach der 
Ausfillung und vor dem Durchmischen noch 4 ccm einer 2 proz. Kupfer- 
sulfatlésung zusetze. Es hat dies den Vorteil, daB die fir die Reduktion 
bzw. fir die Katalyse notwendige Kupfermenge spiter im Filtrat 
bereits in konstanter Menge vorhanden ist. Diese EnteiweiBung laBt 
sich nicht nur fir Vollblut, sondern auch fiir Plasma oder Serum gut 
verwenden. Von der Eiweiffreiheit der Filtrate konnte ich mich wieder- 
holt tiberzeugen. 


Il. Blutzuckerbestimmung. 
Fir die Bestimmung sind folgende Lésungen nach Bang, welche 
ich fiir meine Zwecke in der quantitativen Zusammensetzung ent- 
sprechend moditiziert habe, nétig. 
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1. Gesattigte KCl-Lésung aus reinstem KCl der Firma Merck und 
redestilliertem Wasser hergestellt. 

2. Alkalische Seignettesalzlésung von folgender Zusammensetzung : 
75g Kaliumcarbonat und 20g Seignettesalz in einem Liter Wasser 
gelést. 

3. n/10 Jodatlésung, welche auf 1 Liter 10 cem 20proz. Schwefel- 
siwe enthalt. 

4. 20proz. Schwefelsaure. 

5. n/20 Natriumthiosulfatlésung. 

6. 5proz. K J-Lésung. 

7. lproz. Stairkelésung. 

Die Lésungen werden unter den von Bang angegebenen Vorsichts- 
maBregeln hergestellt und aufbewahrt. 

Fir die Bestimmung werden 2ccm Blut entnommen und in der 
oben beschriebenen Weise enteiweiBt. In zwei Erlenmeyerkolben von 
150 bis 200 ccm Inhalt werden je 5ccm des Filtrats abgemessen und 
jede Probe mit 5 ccm gesattigter Kaliumchloridlésung, 2 ccm Seignette- 
salzlésung und 1 ccm n/10 Kaliumjodatlésung versetzt. Fiir letztere 
Lésung soll woméglich immer die gleiche Pipette benutzt werden. 
Die Flissigkeit wird nun durch Einleiten von Wasserdampf wie bei 
der Bangschen Methode zum Sieden gebracht. Die Apparatur hierfir 
habe ich insofern ein wenig abgeandert, als ich das Zuleitungsrohr 
unter einen Winkel von etwa 45 nach unten zu einleite, so daB der 
Erlenmeyerkolben in schrager Lage dariiber zu liegen kommt und ein 
Herausspritzen der Flissigkeit nicht so leicht méglich wird. Das Ende 
des Zuleitungsrohres besteht wie bei Bang aus einer durchlécherten 
Kugel. Das Gefi8 zur Dampfentwicklung hat einen Inhalt von 500 
bis 600 ccm und soll bis zur Halfte gefiillt sein. Wenn das Wasser darin 
lebhaft siedet und aus dem Ende des Zuleitungsrohres Wasserdampf 
ausstrémt, wird der Erlenmeyerkolben iiber dasselbe geschoben und 
nun die Flissigkeit genau 6 Minuten erhitzt. Dann wird in analoger 
Weise wie bei der Bangschen Methode vorsichtig entlang dem Zu- 
leitungsrohre 20proz. Schwefelsiure zugesetzt, wahrend man gleich- 
zeitig den Erlenmeyerkolben so weit senkt, daB das Zuleitungsrohr 
auBerhalb der Fliissigkeit zu liegen kommt. Man spilt sodann mit 
destilliertem Wasser ab und la6t 5 Minuten stehen. Dann wird unter 
dem Wasserstrahl abgekiihlt, 50 ccm destilliertes Wasser und 2 ccm 
Kaliumjodidlésung zugesetzt und mit n/20 Natriumthiosulfatlésung, 
welche man aus einer Bangschen Mikrobiirette zuflieBen laBt, in iblicher 
Weise titriert. Von Zeit zu Zeit, am besten jedoch an jedem Tage, 
an welchem Bestimmungen ausgefiihrt werden, werden zwei Blind- 
bestimmungen gemacht. Blindwert minus verbrauchte Thiosulfatlésung 
geteilt durch 2,8 ergibt direkt den Gehalt an Glucose in Prozenten. 
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Da sich ein haufiges Kontrollieren des Blindwertes als notwendig 
erweist, ist es nicht unbedingt notwendig, die n/10 Kaliumjodatlésung 
genau zu stellen oder den jeweiligen Titer derselben genau zu bestimmen. 
Auch kann an Stelle der n/20 Thiosulfatlésung eine n/200 Lésung 
verwendet werden, welche man aus einer gewdhnlichen Biirette zu- 
laufen lé8t. Man hat dann bei der Berechnung selbstverstindlich 
statt durch 2,8 durch 28 zu dividieren. 

Im folgenden seien einige Beispiele angefiihrt, welche die Ge- 
naugikeit der Methode dartun sollen. 

Es wurde eine 2proz. Glucoselésung hergestellt. Die Polarisation 
dieser Lésung mit dem Apparat von Schmidt und Hdntsch ergab einen 
Gehalt von 2,02 Proz. Glucose. Von dieser Lésung wurde nun im 
MeBkolben eine 50fache Verdiinnung, also eine 0,04proz. Lésung her- 
gestellt. Von einer gréBeren Menge Oxalatblut wurden je 2 ccm fiir 
die nun folgenden Bestimmungen enteiweiBt in der Weise, daB bei 
der Himolysierung an Stelle von 10 com Wasser 1, 2, 3 usw. ccm Glucose- 
lésung und entsprechend weniger Kubikzentimeter Wasser zugesetzt 
wurden. Die Resultate waren folgende: 


2eem Vollblut enthielten Glucose . . .. . 0,110 Proz. 
aed + leem Glucoselésung . . . 0,133 ,, 
ie bs +2, = ai as a 
2 5 - + 8 4, a os ag 
a % +4 ,, ae oe a os 
2 5, ” = eo ae ies PS te a se 
2 5 99 +6 ,, sé pte ic Ne obs 
- ae = skh meee ae rerietete, eee 
2 5 » +» iv raves ° Rave 
Kaninchen 197)  niichtern, Glucose. . . . 0,125 ,, 
74h ¥ tye cg po ae 
gh oA a pee. See 25 
Patient K.M. 8h na ne pou ey ORE 3 
81h = i Para | genes 
gb ii eee Ree 


Ill. Reststickstoffbestimmung. 


Es werden 2ccm Blut entnommen und enteiweiBt. Je 5ccm 
des Filtrats werden in einem Kjeldahlkolben mit 1 ccm Kjeldahl- 
schwefelsiure Merck oder 1ccm konzentrierter Schwefelsiure, welche 
auf 5 Teile 1 Teil Phosphorsiureanhydrid enthilt, versetzt, anfangs 
vorsichtig, spaiter lebhafter erhitzt. Bereits nach 15 Minuten ist die 
Oxydation beendet. Der Kjeldahlkolben wird sodann in die Bangsche 
Apparatur eingefiigt und in der von Bang beschriebenen Weise destilliert. 
Als Vorlage dient 1 ccm n/10 H,SO, in einem 100-ccm-Becherglase. 
Nach Beendigung der Destillation (Priifung mit rotem Lackmuspapier) 
wird das AbfluBrohr des Kiihlers abgekiihlt, das Becherglas auf 50 cem 
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aufgefiillt, 2ccm 5proz. Kaliumjodidlésung und einige Tropfen 4proz. 
Kaliumjodatlésung zugesetzt und mit n/20 Thiosulfatlésung zurick- 
titriert. Die Differenz gegeniiber dem jeweilig zu bestimmenden Blind- 
wert fiir l1cem n/10 H,SO, weniger dem erhaltenen Wert mal 140 
ergibt den Gehalt an Reststickstoff in Milligrammen pro 100 ccm Blut. 
Folgende Beispiele mégen die Genauigkeit der Methode dartun: 
0,0857 g Harnstoff (Urea puriss. krist. Merck) wurden im Me8kolben 
in 100 cem redestillierten Wassers gelést. Diese Lésung enthielt dem- 
nach 40mg Stickstoff pro 100ccm. In derselben Weise wie oben 
wurden nun von einer gréBeren Menge Oxalatblutes je 2 ccm fir Rest- 
stickstoffbestimmungen verwendet und jeweilig bei der Hamolysierung 
1, 2,3 usw. ccm Harnstofflésung zugesetzt. Die Resultate waren folgende : 


Senn Veber eS 24 mg-Proz. Rest-& 
2 5 » + leom Harnstofflisung...... 46 4 et 
Set a Be dai OR ee oan 64 “s ‘“ 
2 » o-. + Bo tie tune ret goa ee 82 - < 
| See, eae anlar) agra 103 as a 
Sp we eS ae eo ny are ee rage 125 . - 
ee oe ee ae ara ae EP Me a 
een ae Ce giv), 3 tac ea ata eels we. 
» eee » +10,, Bo ere nege Sra cey 221 os es 
ene 2. Oe BURNS ce a we 38 as << 
ee ee ee ee ee - 
7h Ser eae ae le Me eRe 4] ai Ps 
Patient N. D. 8b Bee argh oak a aaa Rar ge Ute 28 ve — 
BON Cred olay: ey eines 26 es ‘a 
gh RTA Spe eee net te ot 


Ks eriibrigen sich noch einige Worte iiber die Technik der Titration. 
Aus eigener Erfahrung kann ich mich den Ausfiihrungen von Ljung- 
dahl (4) tiber den Einflu8 der verwendeten Jodmengen, der Wasser- 
menge, der zeitlichen Einteilung und der Temperatur der Lésungen 
voll anschlieBen. Aus diesem Grunde ist bei allen jodometrischen 
Methoden folgendes zu beobachten. Die Titerstellung der n/20 Thio- 
sulfatlésung muB stets mit denselben Jodmengen erfolgen, welche 
bei den entsprechenden Bestimmungen in Verwendung stehen, in 
unserem Falle also stets entsprechend 1 ccm n/10 Jodlésung. Ebenso 
miissen hierfiir auch dieselben Mengen Wasser verwendet werden. 
Sowohl bei der Titerstellung wie auch bei den Blindbestimmungen 
soll ferner stets die gleiche Technik in bezug auf alle Zeiteinteilung 
eingehalten werden. Die Verdiinnung auf 50 ccm erschien mir die 
optimale, da bei einer stirkeren Verdiinnung der Farbenumschlag 
weniger scharf ist, bei Zusatz von wenig Wasser jedoch ein rascheres 
Nachbliuen zu gewartigen ist. Bei dieser Verdiinnung ist auch auf 
die Antorderungen Riicksicht genommen, welche Schaffer und Hart- 
mann (5) tir den richtigen Ablauf der Reaktion gestellt haben. 
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Die Methode erfordert im allgemeinen weniger Zeit zur Erlernung 

- als die Bangsche Originalmethode und ist meines Erachtens mit ge- 

ringeren Schwierigkeiten verbunden. Ich habe mit derselben in kli- 
nischen Fragestellungen guten Erfolg gehabt. 


Literatur. 


1) Petschacher, diese Zeitschr. 181, 116, 1922. — 2) Bang, Mikromethoden 
zur Blatuntersuchung, 3. Aufl., Miinchen u. Wiesbaden. — 3) Folin und 
Wu, Journ. of biol. Chem. 88, 81, 1919. — 4) Ljungdahl, diese Zeitschr. 96, 
323, 1919. — 5) Schaffer und Hartmann, Journ. of biol. Chem. 45, 349, 1920. 
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Uber die Verteilung des Zuckers und Reststickstoffs 
auf Niederschlag und Filtrat nach der Enteiweibung. 


Von 
Ludwig Petschacher. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Innsbruck.) 


(Eingegangen am 10. September 1923.) 


Viele neuere quantitative Blutuntersuchungen bedienen sich des 
Kunstgriffes, daB bei der EnteiweiBung die Fliissigkeit auf ein Viel- 
faches der urspriinglich zur Verfiigung stehenden Substanzmenge 
gebracht wird, die Bestimmung selbst in einem aliquoten Teile des 
Filtrats erfolgt und aus dem hierfiir gefundenen Werte auf die ver- 
wendete Ausgangsmenge umgerechnet wird. Hierbei wird stillschweigend 
die Voraussetzung gemacht, daB der zu bestimmende Korper auf Filtrat 
und Niederschlag so weit gleichmaBig verteilt ist, daB hierdurch kein 
nennenswerter Fehler entsteht. Da wir nun auf Grund unserer Kennt- 
nisse iiber die Adsorption von gelésten Substanzen durch feinverteilte 
feste Stoffe (Freundlich, Wo. Ostwald, Pauli u. a.) wissen, daB diese 
Adsorption bei verschiedenen Lésungsmitteln und verschiedenen 
Suspensionen sich verschiedenartig gestalten kann, zudem die Ver- 
haltnisse auch noch in Abhangigkeit von der Ionenkonzentration 
und allen méglichen physikalischen Zustiinden stehen, erschien es 
interessant, zu untersuchen, inwieweit dieser Umstand auf die Ge- 
nauigkeit derartiger quantitativer Bestimmungen einen EinfluB hat. 
Da die in der vorhergehenden Mitteilung angegebene Methodik sich 
der EnteiweiBung nach Folin und Wu bedient, welche auf den gleichen 
Prinzipien berubt, suchte ich mir mit Hilfe derselben Klarheit tiber 
diese Frage zu verschaffen. Die Untersuchungen erfolgten im Vollblute, 
Plasma und Serum, und zwar wurde in je 2ccm jedesmal Glucose 
und Reststickstoff in der in der vorhergehenden Mitteilung beschriebenen 
Weise bestimmt. 

Nach der EiweiBbfallung in 2 ccm Substrat wurde bei 2500 Touren 
in der Minute 1 Stunde zentrifugiert, zweimal 5 ccm der iiberstehenden 
klaren Fliissigkeit direkt fiir die Bestimmung verwendet und durch 
Abheben mit einer graduierten Pipette ermittelt, wieviel Flissigkeit 
sich noch tiber dem Niederschlage befand. Daraus konnte das Nieder- 
schlagsvolumen abgeschatzt werden. Nach Zuriickblasen der Flissigkeit 
wurde von einer Lésung, welche aus 6 Teilen destillierten Wassers, 
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1 Teil ?/, n Schwefelsiure, 1 Teil Natriumwolframatlésung und 2 Teilen 
Kupfersulfatlésung bestand, 10 ccm zugesetzt, nach Aufsetzen des 
Gummistopfens gut durchgemischt, abermals scharf abzentrifugiert 
und wieder in zweimal 5ccm der iiberstehenden Fliissigkeit die Be- 
stimmung vorgenommen. Wenn man die Annahme macht, daB das 
Verhaltnis der Konzentrationen in Niederschlag und itiberstehender 
Flissigkeit das gleiche ist, was wohl innerhalb der Fehlergrenzen der 
Methodik tatsachlich der Fall sein diirfte, so 14Bt sich daraus der Gehalt 
des Niederschlages an Glucose bzw. Reststickstoff berechnen. 

Betrug z. B. das Volumen des Niederschlages 8 ccm, das der iiber- 
stehenden Flissigkeit 12 cem, und war der Gehalt an Glucose in der 
2. 0,100 

1000 





iiberstehenden Fliissigkeit nach der Wegnahme von 10 ccm 


8 
im Niederschlag 00" wenn 0,100 die gefundene Konzentration im 


Blute und x die Konzentration des Blutes, berechnet aus dem Nieder- 
schlage, darstellen, war ferner nach dem Verdiinnen und abermaligen 
Zentrifugieren der Gehalt der iiberstehenden Fliissigkeit an Glucose 
— und im Niederschlag 0’ wenn 0,054 die nach der Ver- 
diinnung gefundene Konzentration im Blute und y die im Nieder- 
schlage sind, so ist: 

x:0,100 = y: 0,054 


und 
2.0,100 8x  12.0,054 mY By 
1000 1000 =: 1000 *s«1000° 
folglich 
xz = 0,122. 
Der wahre Gehalt des Blutes an Glucose betragt demnach: 


8.0,112 | 12.0,100] 1000 

- — = 0 " 

1000 1000 ad es chs 

und der tatsaichlich begangene Fehler wiirde — 0,009 Glucose betragen. 
Auf diese Weise wurden die in der nachfolgenden Tabelle an- 


gegebenen Werte ermittelt. 














Blutzucker Proz. 


gefunden tatsichlich _ | absoluter Fehler | relativ 
— = —————e — i —— = = 
Es uf EE ea 0,100 0,109 — 0,009 8 Proz. 
Plama ..... 0,107 0,108 — 0,001 ye 
Se... 0,098 0,102 — 0,009 ” ie 
ae... 0,104 0,105° | —0,001 oo 
Plasma ..... oz 0,119 — 0,007 cc 
Neen 3 0,100 0,106 — 0,006 Oe 4 
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Reststickstoff mg-Proz. 


gefunden | tatsichlich | absoluter Fehler relativ 
BUR 6 coe ee 49 54 —5 9 Proz. 
We Se 52 56 —4 ee 
OG cs 49 55 —6 ll 
Ry MeO es ee 53 56 —3 6 
Plasma .. cm 59 62 —3 5 
WON 5b ae 6 55 56 —1 2 


” 


Aus diesen Untersuchungen ergibt sich, daB der Fehler bei Glucose- 
bestimmung — 0,001 bis 0,007, bei Reststickstoffbestimmungen —1 bis 
4 mg Proz. betragen kann, eine Fehlergr6éBe, welche innerhalb der Fehler- 
grenzen der Methodik fallt, welche uns jedoch, da die Fehler immer 
gleichsinnig ausfallen, zeigt. daB tatsichlich vom Niederschlage eine 
geringe Menge der zu bestimmenden gelésten Substanz adsorbiert wird. 
i Der Genauigkeit der Methode tut dieser Fehler jedoch keinen Abbruch. 




















Aldehydreaktion des Muskelgewebes. 
Ein Beitrag zur chemischen Topographie der Gewebe. 


Von 


W. Stoeltzner. 
(Aus der Universitaéts-Kinderklinik in Halle a. d. S.) 


(Hingegangen am 18. September 1923.) 


Als chemische Topographie der Gewebe laBt sich diejenige 
Forschungsrichtung bezeichnen, welche die chemische Betrachtungs- 
weise mit der anatomischen verbindet, indem sie die Stoffe in den 
Geweben zu lokalisieren sucht. 

Ich bin gelegentlich auf den Einfall gekommen, in diesem Sinne 
von der Fuchsinreaktion auf Aldehyde Gebrauch zu machen. Die 
Reaktion besteht bekanntlich darin, daB eine durch schweflige Siaure 
entfarbte Fuchsinlésung durch Aldehyde rotviolett gefarbt wird. Die 
Zucker geben die Reaktion nicht, dagegen auBer den Aldehyden das 
Aceton und einige andere Verbindungen; die Bezeichnung ,,Aldehyd- 
reaktion“ ist also cum grano salis zu verstehen. Ich habe Proben ver- 
schiedener Gewebe von einem frisch geschlachteten Kaninchen und 
von der Leiche eines atrophischen Sauglings in das Reagens eingelegt. 
Das Ergebnis war, daB sich elektiv die quergestreifte Muskulatur 
tiefrotviolett farbte, einschlieBlich der Herzmuskulatur. 

Mikroskopisch erwiesen sich die Muskelfasern als diffus rot gefirbt ; 
der Stoff, der die Reaktion gibt, ist offenbar in den Muskelfasern diffus 
verteilt. 

Darauf, alle normalen und pathologischen Gewebe und Gewebebestand- 
teile systematisch durchzupriifen und die zahlreichen weiteren Fragen, 
die sich im AnschluB8 an die ersten Versuche aufdrangen, selbst in Be- 
arbeitung zu nehmen, méchte ich verzichten. Das Thema liegt vom kli- 
nischen Gebiete weit ab; und meine und meiner Mitarbeiter Zeit ist durch 
andere, fiir uns dringendere Aufgaben in Anspruch genommen. 























Zum Phosphorstoffwechsel bei Avitaminose. 
Von 
Kiyoshi Morinaka (Mukden). 
(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin. ) 


(Eingegangen am 10. September 1923.) 


In meiner Arbeit?) tiber die anorganischen Bestandteile des Kérpers 
bei Avitaminose habe ich folgende Tatsachen mitgeteilt: 


1. Der Wassergehalt des Kérpers avitaminéser Tiere zeigt keine 
stirkeren Abweichungen von der Norm. 

2. Der Aschengehalt des K6rpers avitaminéser Tiere ist, auf das 
gesamte Korpergewicht berechnet, im Vergleich zur Norm erhéht. 

3. Die Zusammensetzung der Asche ist in dem Sinne verandert, 
daB die Asche einen abnorm niedrigen Kaligehalt hat, wahrend ihr 
Gehalt an Calcium abnorm hoch ist. Der Magnesiumgehalt war ver- 
mindert oder nicht veraindert. Der Phosphorgehalt der Asche war 
vermindert. Auf das Kérpergewicht berechnet, war aber der Phosphor- 
gehalt bei der Avitaminose erhéht. Das hat auch Yoshiue*) bei seinen 
Versuchen gefunden. Dagegen war der Phosphorgehalt der Asche 
avitaminéser Tiere bei meinen Versuchen, wie ich schon sagte, ver- 
mindert, bei den Versuchen von Yoshiue aber war er nur wenig ver- 
mindert, eigentlich fast unveraindert im Vergleich zur Norm geblieben. 

Es kann also als sicher angenommen werden, daB der Phosphor- 
gehalt, auf den Gesamtkérper berechnet, bei der Avitaminose erhéht 
ist, daB aber der prozentige Phosphorgehalt der Asche entweder normal 
bleibt oder subnormal ist. Da der Phosphorgehalt der Asche jedenfalls 
bei der Avitaminose nicht ansteigt, so mu8 auch Phosphor im Verlaufe 
der Avitaminose aus dem Skelett oder den Weichteilen den Kérper 


1) Diese Zeitschr. 133, 1922. 
*) Ebendaselbst 134, 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 142. 26 
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verlassen haben. Hiatte er das nicht getan, sondern wire er, wie z. B. 
der Kalk, im Skelett geblieben, so hatte notwendig die K6érperasche 
abnorm phosphorreich sein miissen. Das ist aber sicher nicht der Fall. 
Da aber andererseits der Phosphorgehalt des Gesamtkérpers bei der 
Avitaminose gesteigert ist, so muB auch im avitaminésen Kérper noch 
viel Phosphor in solchen Teilen gesteckt haben, die wenig Asche liefern. 
Das sind aber die Weichteile. Da nun der Phosphor bei der Avita- 
minose im Vergleich zur Norm, auf das Kérpergewicht berechnet, 
erhéht ist, so kann also folgerichtig gerade der Weichteilphosphor 
nicht Not gelitten haben, sondern die vorhandenen Weichteile muBten 
im Gegenteil noch mehr Phosphor in erhéhter Menge in sich abgelagert 
haben. Das kann ich kaum annehmen. Es wird vielmehr die Phosphor- 
vermehrung in den Weichteilen nur eine relative sein. Denn bei der 
Avitaminose schmelzen ja die Fettdepots des Kérpers zunichst ein 
und bedingen den Gewichtsverlust. Ich habe nachgewiesen, dab dieser 
Gewichisverlust nicht auf einem exzessiven Wasserverlust beruht. 
Das Fettgewebe ist aber Weichteilmasse ohne Phosphor. 

Wir werden also zu folgenden Schliissen gefiihrt: 

Bei der Avitaminose schmilzt zunichst das Fett ein, die Weich- 
teilmasse des Kérpers wird dadurch vermindert. Das, was an Weichteil- 
masse iibrigbleibt, ist ein Zellgewebe mit normalem Phosphorgehalt. 
Das Skelett hat ebenfalls seinen normalen Phosphorgehalt. So kommt 
es dann, daB bei der Avitaminose der Phosphorgehalt, auf den fett- 
armen Gesamtkérper berechnet, héher ist als der entsprechende Wert, 
den man bei einem fettreichen Normalkérper tindet, er mu aber 
herabgesetzt sein, wenn das Skelett etwas Phosphor verloren hat. Die 
restierenden Weichteile kénnen nicht sonderlich abnorm phosphorarm 
geworden sein aus den vorstehend angefiihrten Griinden. Diese An- 
nahme involviert aber, daB die Weichteile bei der Avitaminose nicht 
die Fahigkeit verloren haben, Phosphor zuriickzuhalten. Si- miissen 
sich einer Phosphordarbietung gegeniiber ungefihr genau so verhalten 
wie in der Norm. Diese SchluBfolgerung aber laBt sich experimentell 
priifen. Da es sehr schwer ist, die gesamte Weichteilmasse quantitativ 
vom Skelett zu trennen, so habe ich den Phosphorgehalt desjenigen 
Organs untersucht, das eine ganz besondere Beziehung zum Phosphor- 
stoffwechsel hat — ich meine die Leber, die auch zugleich, wie aus den 
Beobachtungen von Collazo!) hervorgeht, bei der Avitaminose ge- 
schidigt wird, indem die glykogenspeichernde Funktion herabgesetzt ist. 
Franchini*) hat nimlich an normalen Kaninchen gezeigt, daB Lecithin- 
fiitterung zu einer Steigerung des Lecithingehaltes der Leber fihrt. 


1) Diese Zeitschr. 186, 1923; 140, 1923. 
*) Ebendaselbst 6, 210. 
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Zu ahnlichen Ergebnissen kam Yoshimoto'). Ferner geht aus den 
Versuchen Bickels ) am Menschen hervor, daB der Phosphor des reinen 
Lecithins oder des Biocitins leicht retiniert wird. 


Ich habe nun etwa 6 Wochen alte Ratten in zwei Gruppen geteilt 
und allen Tieren das gleiche vitaminfreie Grundfutter gegeben, dagegen 
der ersten Gruppe eine Zulage von Vitamin. Jede Gruppe wurde in 
Unterabteilungen geteilt und die mit vitaminhaltigem Futter ernaihrten 
Tiere teils mit anorganischem Phosphor (phosphorsaurem Natrium), 
teils mit Lecithin, mit Lecithalbumin oder mit Biocitin ernahrt. In 
allen Fallen bekamen die Tiere die gleichen P-Mengen mit den Phosphor- 
praparaten nach dem Kérpergewicht, und zwar derart, daB auf 100g 
wahrend aller Versuchsphasen anfangs immer 0,0016g P und in der 
letzten Woche 0,0048 g P kamen. Alsdann habe ich alle Tiere gleich- 
zeitig nach zweimonatiger Versuchsdauer getétet und analysiert. Ich 
habe gefunden, daB bei der Leber der prozentige Phosphorgehalt, 
der auf ihrer Trockensubstanz beruht, in allen Versucben ungefaihr 
gleich hoch war. Daraus geht hervor, daB die avitaminése Leber genau 
wie die Normalleber ihre Phosphorbestandteile hat. Ein Unterschied 
zwischen den Tieren, die den Phosphor in anorganischer oder organischer 
Bindung als Zulage erhielten, bestand nicht. Allerdings enthielt ja 
auch das avitaminése Grundfutter Phosphor in beiden Formen, und 
die mit Vitamin gefiitterten Tiere bekamen im Citronensaft und in der 
Hefe noch eine kleine besondere Phosphorzulage. Es waren also die 
vitaminhaltig gefiitterten Tiere hinsichtlich der Phosphordarbietung 
besser gestellt als die vitaminfrei ernaihrten Tiere. Trotzdem war der 
Phosphorgehalt der Leber aller Tiere der gleiche. Das Ergebnis dicses 
Versuches zeigt also, daB meine vorstehend gezogene SchluBtolgerung 
richtig ist, daB namlich die Weichteilmassen des K6rpers im avita- 
minésen Zustande nicht die Fahigkeit der Phosphorbindung verlieren. 


Versuchsanordnung. 


Das vitaminfreie Grundfutter bestand aus gekochtem, poliertem Reis 
und Weizeneiwei8 und Casein nebst Schweineschmalz und Salzgemisch. 
Durch besondere Versuche an Tauben war festgestellt worden, daf das 
Lecithin, das Lecithalbumin und das verwandte Biocitin vitaminfrei waren. 
Die Gruppen 5 und 6 bekamen durch die Lecithalbumin- und Biocitin- 
zulage natiirlich mehr EiweiB als die anderen Tiere. Auffallig ist trotzdem 
die Gewichtszunahme der Biocitintiere. Es blieb auch hier die Trocken- 
substanz der Leber normal. Durch zweimalige Fiitterung am Tage wurde 
dafiir gesorgt, daB die Phosphorzulage quantitativ aufgefressen wurde. 
Die Vitaminzulage bestand in frischer Hefe und Citronensaft. 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 64, 464. 
2) Internationale Beitrage zur Pathol. u. Therap. der Ernihrungs- 
stérungen 8, H. 3. 
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Tabelle. 
Soa ted AA Bee LN oe A us dat hoe 
gus |gesi- &8i- & | aee/1a 
322 | 3352/92/32) 3823.2 
(4-3 | S>3) S32 | See | as | ase 
(Ste Ste | GEE | SE2 22 | L3e 
| Bea | 222 | 28s 282 | Bee Bes 
Bee | 325 | S22 | See | SSE BES 
3s i dS3dea | 266 | 263 | SEB SOS 
Ces | Ces i o-gio-s | Sse ica 
| Ey aby j a | @ | 5S eo fs 
| © dite Get, + | 
a 4 : a Tl NT Seana = j 
Kérpers { am Beg ~ 0. || 292 307 137 266 340 293 
gewicht || am Ende. ..... | 342 311 134 | 209 | 276 403 


Leber 
| 


| in frischem Zustande . |27,285 22,9815 12,275 119,212 [27,931 |27,9276 
| in getrocknetem Zu- | | 


Ol Sass 6.42 | 53103, 2.6936 4,1025 6,345 | 6,6682 
Phosphormenge . | | || 0,1476, 0,185) 0,0942, 0.0967 0,1567) 0,141 
in Pro. ..... || 229 | 223 | 257 | 236 | 247 | 2/12 
Lebertrockensubstanz | | 

ames. cs. 036 232 219 214 227 238 
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Uber den Kephalin- und Lecithingehalt des Gehirns 
bei Avitaminose. 
Von 
H. Naito (Nagoya). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegarigen am 10. September 1923.) 


Obschon in dem klinischen Bilde der Avitaminose die Erscheinungen 
von seiten des Nervensystems eine zentrale Stellung einnehmen, und 
obschon auch bereits viel Arbeit in der pathologischen Anatomie des 
Nervensystems bei dieser Krankheit geleistet worden ist, harren den- 
noch immer gewisse grundsatzliche Fragen hier der Beantwortung. 
Diese Fragen lassen sich etwa folgendermaBen formulieren: 

1. Kann die Gesamtsumme der nervésen Erscheinungen aus dem 
pathologisch-anatomischen Befunde hergeleitet werden / 

2. Handelt es sich bei den Veranderungen im Nervensystem um 
rein degenerative Prozesse oder spielen entziindliche Vorgange daneben 
auch eine Rolle ? 

3. Bedingen sich die Verainderungen an den Ganglienzellen und 
diejenigen an ihren Fortsiitzen, besonders an den peripherischen Nerven 
wechselseitig, oder greift die avitaminése Stérung an Ganglienzellen 
und Fortsitzen gleichzeitig an, bald jene, bald diese mehr in Mitleiden- 
schaft ziehend und dann natiirlich gelegentlich auch eine wechsel- 
seitige Beeinflussung verursachend / 

Nach dem gegenwartigen Stande unserer Kenntnisse muB die 
erste Frage dahin beantwortet werden, da8 der pathologisch-anatomische 
Befund (die Blutungen im Zentralnervensystem, die Entartung an 
den peripherischen Nerven) [Kihn')} die klinisch sichtbaren Reiz- 
und Lahmungserscheinungen im wesentlichen erklart, daB aber Reiz- 
erscheinungen zum mindesten auch durch sekundare toxische Wirkungen 
ausgelést werden kénnen, wie das Auftreten des Opistotonus und 
aihnlicher Symptome bei avitaminésen Tieren im unmittelbaren An- 
schluB an forcierte Zufuhr von Zucker beweist [Collazo)|, und daB 

1) Kihn, Zeitschr. f. d. ges. Neurol. u. Psychol. 75, 1922. 

*) Collazo, diese Zeitschr. 186, 1923. 
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Lahmungserscheinungen auch ohne Degenerationen auftreten kénnen 
infolge einer funktionellen Schwiache der Ganglienzellen, wobei es 
dahingestellt bleiben mag, ob hier ebenfalls toxische Wirkungen in 
Frage kommen, oder ob es sich um eine direkte Folge der Assimilations- 
stérung handelt. Denn wie will man anders die Tatsache erkliren, 
da schwer gelihmte avitaminése Tauben schon 24 Stunden nach 
einer Behandlung mit Vitaminextrakt ganz normal sich verhalten 
kénnen [McCarrison})] ? 

Zur zweiten Frage ist zu sagen, daB der pathologisch-anatomische 
Befund am Nervensystem als wesentlichste Folge der avitaminésen 
Stérung rein degenerative Veranderungen nachweist, und daB ent- 
zindliche Prozesse, wenn sie gelegentlich auftreten, wahrscheinlich nur 
die Bedeutung sekundarer Erscheinungen (Wirkung von Giften, die 
bei der avitaminésen Stoffwechselstérung auftreten) beanspruchen 
diirfen (Kihn, 1. ¢.). 

Bei der Beantwortung der dritten Frage miissen wir etwas weiter 
ausholen. Die Veranderungen, die man an den Ganglienzellen beob- 
achtet, ersch6pfen sich im wesentlichen in einer Vakuolenbildung, 
Chromatolyse, Verschiebung des Kernes oder allgemeinen Atrophie ; das 
sind aber alles Stérungen von nicht allzu groBem Umfange (Kihn, 1. c.). 
Sehr viel betrachtlicher erweisen sich die Degenerationen an den 
Achsenzylinderfortsitzen; sie tibertreffen auch die Schrumpfungs- 
erscheinungen an den Protoplasmafortsaitzen. Das alles deutet wohl 
darauf hin, daB die Ganglienzelle zwar durch den Vitaminmangel in 
ihrer Leistungsfahigkeit (Auftreten der funktionellen, rasch durch 
Vitaminzufuhr reparablen Lahmungen) geschidigt werden kann, 
daB aber der Achsenzylinderfortsatz, wenn er durch Vitaminmangel 
geschadigt wird, die schwerere pathologisch-anatomische Verainderung 
erkennen laBt. Man hat also durchaus den Eindruck, daB die Ganglien- 
zelle des vitaminfrei ernihrten Kérpers viel ziher an ihrer normalen 
morphologischen Struktur festhalt als der Achsenzylinderfortsatz. Das 
wiirde in dem Sinne sprechen, daB die Degeneration der Achsenzylinder 
bei der Avitaminose keine sekundire Degeneration zu sein, sondern 
daB der Achsenzylinderfortsatz primirer Angriffspunkt der avitaminésen 
Stérung zu sein verméchte, genau wie es natiirlich auch die Gang- 
lienzelle sein kénnte. Gegen diese Auffassung aber laBt sich ein- 
wenden, daB auch eine leichte Schidigung des nutritorischen Zentrums 
(Ganglienzelle) sekundir den langen und hinsichtlich der Ernahrung 
schlechter als die Zelle und die kurzen Protoplasmafortsitze gestellten 
Achsenzylinderfortsatz betriachtlicher schadigen kann. 


1) McCarrison, Studies in deficiency Disease. Oxford Medical Publi- 
cations 1921. 
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Abgesehen von diesen degenerativen Einzelerscheinungen am 
Nervensystem fiihrt aber die Avitaminose auch zu einer Abnahme 
der gesamten Hirnmasse. Nach den Beobachtungen McCarrisons (I. c.) 
biBt das Gehirn im Verlaufe der Avitaminose etwa ein Siebentel seines 
Anfangsgewichts ein. Es nimmt also das Hirn teil an dem allgemeinen 
Weichteilschwund, der die Avitaminose kennzeichnet. 

Erganzend zu diesen anatomischen Untersuchungen tritt nun die 
chemische Analyse des avitaminésen Gehirns. 

Uber den Lecithingehalt des avitaminésen Gehirns liegen Angaben 
von Ciaccio!), sowie Koch und Voegtlin®) vor, die eine leichte Ver- 
minderung feststellten. Uber den Gehalt des avitaminésen Gehirns 
an Lecithin und Kephalin bringt meine vorliegende Arbeit Mitteilungen. 
Der Kephalingehalt des avitaminésen Gehirns ist bisher iiberhaupt 
noch nicht untersucht worden. 

Ich nehme das Ergebnis meiner Beobachtungen hier vorweg: 
Bei der Avitaminose andert sich der Kephalingehalt des Gehirns bei 
verschiedenen Tierarten nicht in eindeutiger Weise. Bei der einfachen 
Unterernihrung bleibt er sicher normal. 


Tabelle. 
Durchschnittswerte der Analysen bei den verschiedenen Tiergruppen. 





Normaltiere Unterernahrte Tiere Avitaminése Tiere 
Proz. Proz. Proz. 


Lecithingehalt des frischen Rattengehirns in 
Prozentgehalt P in g 
0,266 _— 0,286 
Kephalingehalt des frischen Rattengehirns in 
Prozentgehalt P in g 
0,315 _— 0,289 
Kephalingehalt des frischen Meerschweinchen- 
gehirns in Prozentgehalt P in g 
0,230 0,225 0,259 
Wenn man diese Beobachtung mit derjenigen von McCarrison 
in Beziehung setzt, nach der bei der Avitaminose das Hirngewicht 
sich etwa um ein Siebentel seines urspriinglichen Wertes vermindert, 
so findet man, daB bei dieser allgemeinen Hirnatrophie die quantitative 
Zusammensetzung des Gehirns hinsichtlich seines Kephalingehaltes 
im groBen und ganzen aufrechterhalten bleibt, da8 also kephalin- 
haltige Hirnsubstanz in ungefaihr progressiver Weise mit der allgemeinen 
Hirnatrophie zugrunde geht. 


1) Ciaccio, Annali di clinica medica, Jahrg. 10, 1920; I. und II. Mitt. 
2) Koch und Voegtlin, Public Health Service. Hygienic Laborat. Bull. 
Washington 1916, 
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Das Kephalin gehért nun zu den Lipoidsubstanzen. Es ist, wie 
gesagt, ein spezifisches Gehirnlipoid. Neben ihm aber finden sich im 
Gehirn auch noch andere Lecithine, die zwar nicht in gleicher Weise 
wie das Kephalin hirnspezifisch sind, aber doch auch einen integrierenden 
Bestandteil der Hirnmasse darstellen. 

Bei der oben erwihnten, wohl durch eine allgemeine Atrophie 
bedingten Gewichtsabnahme des Hirns andert sich aber, wie meine 
Versuche dartun, auch der Lecithingehalt des Gehirns nicht wesentlich. 
Ich fand eine geringfiigige Vermehrung, andere Autoren eine eben- 
solche Verminderung. 

Wenn man beriicksichtigt, daB das avitaminése Gehirn ein wenig 
wasserreicher als das Normalhirn ist — es handelt sich wohl kaum um 
mehr als etwa 2 bis 3 Proz. —, so wiirden meine Analysenzahlen bei 
der Berechnung auf die trockene Hirnsubstanz auch nur unwesentliche 
Anderungen in ihrem Ergebnis erfahren. Trockensubstanzbestimmungen 
konnte ich an meinen Gehirnen nicht vornehmen, da die ganzen Gehirne 
fir die Analysen bendétigt wurden. 

Auf Grund aller dieser Darlegungen kénnen wir die fiir die Avita- 
minose charakteristischen Sté1ungen am_Gehirn in folgenden Satzen 
zusammenfassen : 

1. Das Gehirn nimmt an dem allgemeinen Weichteilschwund bei 
der Avitaminose teil (McCarrison). 

2. Der prozentige Kephalingehalt des Gehirns andert sich bei 
der Avitaminose nicht deutlich. 

3. Der prozentige Lecithingehalt des Gehirns andert sich bei der 
Avitaminose ebenfalls nicht wesentlich oder vermindert sich nur wenig. 

Daraus ergibt sich, daB bei der Avitaminose im wesentlichen nur 
eine quantitative Verinderung in der Hirnmasse eintritt ohne starkere 
qualitative Stérung in der Zusammensetzung, soweit das aus dem 
Kephalin- und Lecithingehalt ersichtlich ist. Im Gegensatz hierzu 
tritt bei anderen K6rperorganen, wie dahingehende Untersuchungen 
von anderen Autoren zeigen, ein stirkerer Lipoidverlust ein (vgl. hierzu 
Ciaccio, 1. ¢.). 





Versuchsprotokolle. 
Kephalinbesti gen bei den Meerschweinchen. 
Gruppe A: Normale Fiitterung. 

1. Fall: Anfangskérpergewicht. .... . 320 g 
Letztes Korpergewicht. .... . 405 g 
Gelisrngewicht oo 0..656 se ws 3,1736 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0322 Mg,P,O, = 7,2 mg P. 

2. Fall: Anfangskérpergewicht. .... . 400 g 
Letztes Korpergewicht. .... . 420 g 
Gehimngewioht: 3... es 3,2210 g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0251 Mg,P,0, = 7,0mg P. 
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3. Fall: Anfangskérpergewicht. . ... . 470g 
= Letztes K6rpergewicht. . . . . . 470g 
H Gehirngewicht . .... . 3,5121lg 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0309 Mg.P, 0, = 8,6 mg P. 


Gruppe B: Unterernahrung. 


1. Fall: Anfangskérpergewicht. . . . . . 340g 
Letztes K6rpergewicht. . . . . . 240g 
Gehirngewicht ......... 3,3585g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0268 Mg,P,0, = 7,4 mg P. 


2. Fall: Anfangskérpergewicht. . . . . . 420g 
Letztes K6rpergewicht. . . . . . 300g 
Gehirngewicht .... . . 93,5480 g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0316 Mg, P 0, = 8,8 mg P. 


3. Fall: Anfangskérpergewicht. . . .. . 180g 
Letztes K6rpergewicht. . . . . . ll0g 
Gehirngewicht .... . ..  2,4874¢ 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0178 Mg,P. Tig = 4,9mg P. 


Gruppe C: Avitaminése Fiitterung. 


' 1. Fall: Anfangskérpergewicht. . . . . . 290g 
Letztes Korpergewicht. . . . . . 148g 
Cae ear ate ee ae he 3,0686 g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0322 Mg,P,0, = 8,5 mg P. 


2. Fall: Anfangskérpergewicht. . . . . . 380g 
Letztes Kérpergewicht. . . . . . 170g 
Gehirngewicht .... . . 3,3170¢g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0438 ] Mg,P, 0, = 10,5 mg P. 


3. Fall: Anfangskérpergewicht. . ... . 255g 
Letztes K6rpergewicht. . . . . . 120g 
Gehirngewicht ..... . 2,8312¢ 
Das ganze Gehirn lieferte 0,0230 _— P 0; = 6,4mg P. 
} 4. Fall: Anfangskérpergewicht. . . . . . 250g 
[ Letztes Kérpergewicht. . . . . . 120g 
hi Gehirngewicht . .. . . 2,6454¢ 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0213 Mg,P, 0, = 5,9 mg P. 


5. Fall: Anfangskérpergewicht. . . . . . 300g 
Letztes Kérpergewicht. . . . . . 170g 
Gehirngewicht .... . . 93,2348 g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0244 Mg,P, 0, ac ‘Tbing FP. 


F 6. Fall: Anfangskérpergewicht. . .. . . 250g 
4 Letztes Kérpergewicht. . . . . . 165g 
Gehirngewicht .... . . 93,2246 ¢ 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0338 Mg, P,0, = 9,4mg P. 
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7. Fall: Anfangskérpergewicht. .. . . . 280g 
Letztes Korpergewicht. . . . . . 190g 
Gehirngewicht ... . 3,2879 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0328 Mg,P, ai = 9,1 mg P. 

8. Fall: Anfangskérpergewicht. . . . . . 270g 
Letztes Korpergewicht. . . . . . 190g 
Gehirngewicht ... . Nts © tT 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0223 Mg,P, O, = 6,2 mg P. 


Kephalintestimmungen bei den Ratten. 
Gruppe A: Normale Ernahrung. 


1. Fall: Anfangskérpergewicht. ..... 65g 
Letztes Kérpergewicht. . ... . 165g 
Gelimgewioht: 7°24 26s 1,3832 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0124 Mg, P, O, = 3,4mg P. 

2. Fall: Anfangskérpergewicht. ..... 60g 
Letztes K6rpergewicht. . . .. . 165g 
Gehirngewicht . .... : 1,3698 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0112 Mg,P, 0, == 3,1 mg P. 

3. Fall: Anfangskérpergewicht. ..... 44g 
Letztes Korpergewicht. . .... 80g 
Gehirngewicht . .. . “peat 1,3238 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,01826 Mg.P, O, = 5,0 mg: P. 

4. Fall: Anfangskérpergewicht. ..... 58g 
Letztes Koérpergewicht. ..... 90g 
Gehirngewicht . . . . piace 1,5378 g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0204 Mg,P, O, = 5,6 mg P. 


Gruppe B: Avitaminése Ernahrung. 


1. Fall: Anfangskérpergewicht. . . .. . 100g 
Letztes Korpergewicht. . .... 53g 
Gehirngewicht ... . ohn |e g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0123 Mg,P, O, = 3,4mg P. 

2. Fall: Anfangskérpergewicht. .... . 80g 
Letztes Ko6rpergewicht. . .... 43g 
Gehirngewicht . . . 1,3555¢g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0116 Mg,P,0, = 3,2 mg P. 


3. Fall: Anfangskérpergewicht. ..... 85g 
Letztes K6rpergewicht. ..... 55g 
Gehirngewicht ..... . 1,1090¢g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0121 Mg,P,0, = 3,3 mg P. 


4, Fall: Anfangskorpergewicht. .... . 150g 
Letztes Ko6rpergewicht. ..... 95g 
Gehirngewicht ..... ‘ 1,5442 g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0140 Mg.P,0, = 3,9mg P. 
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’ §. Fall: Anfangskérpergewicht. . . . . . 150g 
Letztes Kérpergewicht. ..... 98g 
Gehirngewicht ... . ar 1,6360 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0131 Mz, P, 0, = 3,6 mg P. 
6. Fall: Anfangskérpergewicht. . .... 75g 
Letztes Koérpergewicht. ..... 62g 

Gehirngewicht ... . ; 1,6080 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0188 Mg,P, 0, = 5,2 mg P. 
7. Fall: Anfangskérpergewicht. .... . 69g 
Letztes K6rpergewicht. ..... 49g 

Gehirngewicht .... . ' 1,1901 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0162 Mg,P, 0, = 4,5 mg P. 

8. Fall: Anfangskérpergewicht. .... . 65g 
Letztes Kérpergewicht. . .... 45g 
Gehirngewicht . . . ‘ . 1,2199¢ 

Das ganze Gehirn lieferte 00171 Mg,P, 0, = 4,7 mg P. 

9. Fall: Anfangskérpergewicht. . . .. . 105g 
Letztes Korpergewicht. ..... 75g 
Gehirngewicht .... . - 1,6202g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0179 Mz,P, ©, = 4,9mg P. 


Lecithinbestimmung bei den Ratten. 
Gruppe A: Normale Fiitterung. 


1 
2. ,, ;Anfangskérpergewicht (Summe) . 630g 
3. 


Letztes Kérpergewicht (Summe). . 670g 
Gehirngewicht (Summe). .... 4,375¢ 


Das ganze Gehirn der drei Tiere lieferte 0,0376 Mg,P,0, = 10,4 mg P. 
also 0,2728 g Lecithin. 


: Fell: | Anfangskirpergewicht OOS cei eae 
Letztes Korpergewicht. . ... . 465g 
APMDMNOWIOIND 0 5045 6 Seis 0 us 3,175 g 


Das ganze Gehirn der zwei Tiere lieferte 0,0350 Mg,P,0, = 9,7 mg P, 
also 0,2538 g Lecithin. 


Gruppe B: Avitaminése Fiitterung. 
aaa | 
ee  Cikneeemmeumaes . 129¢ 


”° 


Nr 


Letztes Kérpergewicht (Summe). . 190g 
Gehirngewicht (Summe). .... 4,0629¢ 
Das ganze Gehirn der drei Tiere lieferte 0,0486 Mg,P,0, = 13,5 mg P, 
also 0,3525 g Lecithin. 
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4, Fall: 
5. ,, }Anfangskérpergewicht (Summe). . 115 g 
Bigs 

Letztes Kérpergewicht (Summe). . 178 g 

Gehirngewicht (Summe). ... . 3,9786¢ 

Das ganze Gehirn der drei Tiere lieferte 0,0342 Mg,P,0, = 9,5 mg P, 
also 0,2480 ¢ Lecithin. 


Die Kephalinbestimmung wurde nach der Salkowskischen Methode 
(diese Zeitschr. 51, H. 5/6) gemacht. Die Lecithinbestimmung wurde nach 
der Methode von Sudo-Kumagawa ausgefiihrt. 


Fiitterung. 

Normalernahrte Meerschweinchen: Trockener Hafer, frische Mohr- 
riiben, Wasser ad libitum. 

Unterernahrte Meerschweinchen: Trockener Hafer, frische Mohr- 
riiben, beides in geringerer Menge. Wasser ad libitum. 

Avitamin6se Meerschweinchen: Trockener Hafer, Wasser. 

Normalernihrte Ratten: Nahrungsgemisch von folgender Zusammen- 
setzung: 

a) 12g getrocknetes, vitaminfreies Fleischpulver; 

b) 36g polierter Reis. 

a) und b) wurden mit Wasser zu einem Brei gekocht; darauf werden 
zugesetzt: 24 g frische Butter, 12 g frische Hefe; 6 ccm frischer Citronensaft ; 
3g Salzgemisch. 

Von dieser ganzen Nahrungsmischung konnten die Tiere ad libitum 
fressen. 

Vitaminfrei ernahrte Ratten: a) 12g getrocknetes, vitaminfreies 
Fleischpulver; 

b) 36g polierter Reis. 

a) und b) wurden mit Wasser zu einem Brei gekocht; darauf wurden 
zugesetzt: 24g ausgelassenes Schweineschmalz, 3 g Salzgemisch. 

Von diesem ganzen Nahrungsgemisch konnten die Tiere ad libitum 
fressen. 

Das Salzgemisch bestand aus: 30g Ca,(PO,), + lllg K,HPO, 
+ 60g NaCl + 45g Natrium citric. + 24g Magnes. citric. + 24g Cale. 
citric. + 6,5 g Eisencitrat. 
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Uber den Lecithingehalt des Gehirns und der Leber normaler 
und avitaminéser Tauben nach forcierter Lecithinfiitterung. 


Von 
H. Naito (Nagoya). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 10. September 1923.) 


Nachdem ich in einer fritheren Arbeit (1) ,,Uber den Kephalin- 
und Lecithingehalt des Gehirns bei Avitaminose“ gezeigt hatte, daB 
bei dieser Krankheit die quantitative Stérung, die sich in der Hirn- 
gewichtsabnahme ausdriickt, nicht begleitet ist von einer wesentlichen 
qualitativen Stérung in der Zusammensetzung der Hirnsubstanz, soweit 
sie sich auf das Kephalin und Lecithin bezieht, habe ich mich der 
Frage zugewandt, ob es méglich ist, durch eine forcierte Lecithin- 
fiitterung im avitaminésen Zustande eine Lecithinanreicherung des 
Gehirns zu erzielen. 

Fir den Normalkérper liegen zu dieser Frage einige Beobachtungen 
vor, die von Salkowski (2) und seinem Schiiler Franchini (3) angestellt 
worden sind. 


Bei Kaninchen fanden diese Autoren, da8 durch Fiitterung mit Lecithin 
aus Eidotter zwar in der Leber ein reicherer Lecithingehalt erzielt werden 
kann, da8 aber das Gehirn nicht an Lecithin zunimmt. Gegen diesen 
negativen Befund wendet Salkowski (2) ein, daB das Eidotterlecithin nach 
den Beobachtungen von Fraenkel (4) keineswegs identisch ist mit dem 
lecithinartigen K6rper des menschlichen Gehirns, einem Triaminodiphos- 
phatid, dem Fraenkel den Namen ,,Sahidin“ gegeben hat, und da8 darum 
das Eidotterlecithin als hirnfremder Stoff nicht im Gehirn abgelagert zu 
werden braucht; daB ferner, wenn auch eine Ablagerungsméglichkeit vor- 
handen ware, dennoch ein Organ von normaler Zusammensetzung sich 
keinen einzelnen Bestandteil willkiirlich brauchte aufdriangen zu lassen. 
In den Versuchen von Salkowski und Franchini wurde der Lecithingehalt 
des Hirns hungernder Tiere mit und ohne Lecithinzufuhr bestimmt. So 
konnte auch vielleicht gerade der Mangel an Nahrungszufuhr Ursache 
sein, daB das Gehirn kein Lecithin ansetzte. Auch diesen Einwan¢c macht 
Salkowski gegen die Beweiskraft seiner negativen Versuchsergebnisse 
geltend. 
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Nun ist mit dem progressiven Hirnschwund bei der Avitaminose 
ein pathologischer Zustand gegeben, bei dem Hi:nsubstanz in ge- 
steigertem Mafe zersetzt wird, allerdings in der Weise, daB sich der 
prozentige Lecithingehalt des Gehirns, wie andere Autoren und ich 
friiher feststellten, nicht oder nur wenig dabei verringert. Bei einem 
solchen atrophischen Weichteilschwund war es aber immerhin méglich, 
da8 durch forcierte Ernahrung mit Lecithin dieser Schwund, soweit er 
die phosphorhaltigen Bestandteile der Zellsubstanz betraf, vielleicht 
teilweise aufgehalten werden kénnte, da® also bei der Atrophie eine 
isolierte Anreicherung des atrophischen Zellmaterials mit Lecithin 
erreicht werden kénnte. Es war denkbar, daB, wenn eine Lecithin- 
anreicherung des normalen Gehirns auch jenseits der Grenze der 
Moglichkeit lag, eine Lecithinanreicherung eines zum Zerfall neigenden 
Gehirns dennoch zustande kommen kénnte. 


Meine Versuche, iiber die ich im folgenden berichten will, habe 
ich nun derart angestellt, da8 ich an normal und avitaminés ernihrten 
Tauben Eidotterlecithin in gréBeren Mengen tiaglich wihrend mehrerer 
Wochen verfiitterte. Alle Tiere bekamen tiglich gleiche Mengen. Dann 
wurden die Tiere durch Verbluten getétet, und ihr Gehirn wurde auf 
seinen Lecithingehalt untersucht. 


Das Ergebnis meiner Versuche war eindeutig: Der prozentige 
Lecithingehalt des Gehirns, auf die frische Hirnsubstanz berechnet, 
war bei beiden Tiergruppen fast der gleiche, ein wenig geringer bei den 
avitaminésen als bei den normalen. Da das Hirn der avitaminésen 
Tiere etwas wasserreicher ist, war also jedenfalls in ihm weniger Lecithin 
in der Trockensubstanz als bei dem Normalgehirn. Die Verhiltnisse 
liegen also beim Hirnlecithin dieser Tiere so wie beim Hirnlecithin 
von Tieren, die nicht forciert mit Lecithin gefiittert werden. Auch 
hier ist kein erheblicher Unterschied zwischen normal ernahrten und 
vitaminfrei ernahrten Tieren. In Verbindung mit den Versuchen von 
Salkowski und Franchini und mit meinen friitheren Versuchen wird 
man aus meinen vorliegenden Versuchen den SchluB ziehen diirfen, 
daB auch bei forcierter Fiitterung mit Eidotterlecithin das Gehirn 
normaler und avitaminéser Tiere kein Lecithin aufstapelt. 


Nun habe ich ferner den Lecithingehalt der Leber bei meinen 
Tieren untersucht. Hier fand ich, daB, auf das Gewicht des frischen 
Organs berechnet, die Lebern der Tauben, die mit vitaminhaltigem 
Futter und Lecithinzulagen ernihrt worden waren, prozentual deutlich 
mehr Lecithin enthielten als die Lebern der mit vitaminfreiem Futter 
und den gleichen Lecithinzulagen ernabrten Tiere. Hier zeigte sich 
also immerhin ein Unterschied. Da nach den Versuchen von Salkowski 


und Franchini die Leber des Normaltieres — bei einem drei- bis vier- 
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tagigen Hungerzustande leidet der Vitamingehalt des Kérpers nach den 
Beobachtungen von Collazo (5) sicher nicht — Lecithin bei gesteigerter 
Zufuhr aufspeichert, kann man annehmen, daf der Lecithingehalt der 
Leber meiner normal ernaihrten Tauben ein abnorm hoher war. Wenn 
nun der Lecithingehalt der Leber meiner avitaminésen Tauben niedriger 
war, so mute die Leber dieser Tiere weniger Lecithin gespeichert 
haben, oder die Leber muBte an anderen Stoffen, wie z. B. Wasser, 
unverhaltnismaBig reicher geworden sein. 

Nun hat aber Morinaka (6) in Versuchen, die er im hiesigen Labo- 
ratorium machte, gefunden, daf der Gesamtphosphorgehalt normal 
ernahrter und vitaminfrei ernihrter Ratten, die in gleichmaBiger Weise 
anorganische Phosphorzulagen oder Lecithinzulagen zur Nahrung 
bekon.men hatten, auf die Trockensubstanz der Leber berechnet, 
gleich war. Ich habe nicht den Gesamtphosphorgehalt, sondern nur 
den Lecithinphosphor bestimmt und auf das Gewicht der frischen 
Leber berechnet, und fiir den Lecithinphosphor bei den normal 
ernihrten Tieren in der Leber héhere Werte gefunden als in der 
Leber der avitaminés ernahrten Tiere. 

Diese prozentige Verminderung des Lecithingehaltes in der 
Leber kénnte, wie ich schon sagte, darauf beruhen, daB der Wasser- 
gehalt der avitaminésen Leber gréBer ist als der der Normalleber. 
Lawaczeck (7) scheint auch bei Reistauben die Skelettmuskulatur etwas 
wasserreicher gefunden zu haben als die Muskulatur normaler Tiere. 
Andererseits hat aber Morinaka (8) den prozentigen Wassergehalt des 
ganzen avitaminésen Rattenkérpers im Vergleich zum Normalkérper 
bis auf etwa 2 bis 3 Proz. unverindert gesehen, um die der 
avitaminése Kérper wasserreicher ist. Trotzdem kénnten ja einzelne 
Organe bei der Avitaminose wasserreicher werden bei ungefahr gleich- 
bleibendem Wassergehalt des Gesamtkérpers. Es kénnte sich sehr 
wohl nur um Verschiebungen in der Wasservertei!ung handeln. Asada (12) 
fand den Wassergehalt der avitaminésen Leber um etwa 4 Proz. héher 
als den der Normalleber. Indessen sind die Unterschiede zwischen 
dem Lecithingehalt der Normallebern und der avitaminésen Lebern 
bei meinen Versuchen so groB, daB sie durch einen um etwa 4 Proz. 
vermehrten Wassergehalt des avitaminésen Organs nicht erklarbar 
sind. Und doch spricht dagegen wieder bis zu einem gewissen Grade 
der Befund Morinakas, der besagt, dab der prozentige Phosphor- 
gehalt der Leberasche von Ratten, die forciert mit Lecithin gefiittert 
wurden, nicht von dem entsprechenden Werte bei Normaltieren bei 
gleicher Fiitterung abweicht. So mu man annehmen, daB die avita- 
minése Leber sich zuungunsten des Lecithins mit anderen Phosphor- 
verbindungen anreichert. Dafiir sprechen auch die Beobachtungen 


von Wieland (13). 
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Collazo (9) fand den Lipoidgehalt des Blutes bei Avitaminose wenig 
verandert, Ciaccio (10) denjenigen der Muskulatur bei avitaminésen 
Tieren vermindert. So glaube ich im Hinblick auf meine Befunde am 
Gehirn mich dahin resolvieren zu miissen, daB bei der Avitaminose 
grébere Stérungen im Lipoidstoffwechsel im Gehirn nicht vorliegen, 
daB andere Organe mehr als das Gehirn an Lipoiden verarmen, und daB 
eine forcierte Anreicherung der Leber mit Lecithin nicht wie im normalen 
K6rper méglich ist. Mit dem gesamten Phosphorstoffwechsel verhalt 
es sich bei der Avitaminose nach den Beobachtungen von Yoshiue (11) 
und Morinaka derart, daB der Phosphorgehalt des avitaminésen K6rpers 
nur in dem Mae des Weichteilschwundes abnimmt. 


Versuchsprotokolle. 
Versuch I. Avitamindse Tauben ( Reisnahrung). 
1. Fall: Taube von 180g. 
Lebergewicht. ....... . 5,500g 
Gehirngewicht . ......... 1976g 
5,500 g Leber lieferten 0,0144 Mg, P,O,, also 0,1045 g Lecithin = 1,9 Proz. 
1,976 g Gehirn lieferten 0,0146g Mg,P,0,, also 0,1059g Lecithin 
= §,3 Proz. 
2. Fall: Taube von 160g. 
Lebergewicht. ....... . 4,285¢ 
xehirngewicht . . ..... . 1,8164¢g 
4,285 g Leber lieferten 0,017 g Mg, P, O,, also 0,1233 g Lecithin = 2,9 Proz. 
1,816 g Gehirn lieferten 0,0116g Mg, P,O,, also 0,0841 g Lecithin = 4,6 Proz. 


Versuch II. Normaltiere (Erbsennahrung). 
1. Fall: Taube von 270g. 
Lebergewicht. . . ..... . 9,7274¢ 
Gehirngewicht . . ..... . 2,1084g 
9,7274g Leber lieferten 0,0326g Mg,P,0,, also 0,2364g Lecithin 
2,4 Proz. 
2,1084 g Gehirn lieferten 0,0155 g Mg,P,O,, also 0,1124g Lecithin 
= §,3 Proz. 
2. Fall: Taube von 250g. 
Lebergewicht. ....... . 7,469g 
Gehirngewicht . ......-» I,l4lg 
7,469 g Leber lieferten 0,0344g Mg,P,O,. aiso 0,2495g Lecithin 
= 3,3 Proz. 
1,741 g Gehirn lieferten 0,0131g Mg,P,0,, also 0,096 g Lecithin 
5,4 Proz. 
3. Fall: Taube von 190g Kérpergewicht. 
Lebergewicht. ....... . 5,9126g 
Gehirngewicht . ...... . 1,6998g 
5,9126 g Leber lieferten 0,0360 g Mg,P,0,, also 0,2611 g Lecithin 
= 4,3 Proz. 
1,6998 g Gehirn lieferten 0,0136 g Mg,P,0,, also 0,0987 g Lecithin 
= 5,8 Proz. 
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Avitaminése Tauben. 
Gehirngewicht: Lecithin. . . . . . . = 5,00 Proz. 
Lebergewicht: Lecithin ....... = 2,33 ,, 
K6rpergewicht: Gehirngewicht . . . . = 1,11 ,, 
K6rpergewicht: Lebergewicht . . . . = 2,87 


Normale Tauben. 
Gehirngewicht: Lecithin. . . ... . = 5,4 Proz. 
Lebergewicht:Lecithin ....... =43,1l ,, 
K6rpergewicht: Lebergewicht .... = 3,2 ,, 
K6rpergewicht: Gehirngewicht . . . . = 0,78 ,, 


Durchschnittlicher Prozentgehalt an Lecithin in der frischen Substanz. 
Gehirn Leber 
Avitaminése Tauben . 4,9 Proz, 2,4 Proz. 
Normale Tauben ...... 656 ,, Kaeo 


Die Lecithinbestimmungen wurden nach Sudo-Kumagawa gemacht. 
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Uber die Vernichtung 
des Diffusionspotentials an Fliissigkeitsgrenzen. 


Von 
Leonor Michaclis und Akiji Fujita. 


(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-Medizinischen Universitit 
zu Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 16. Juli 1923.) 


Die Messung der EMK von galvanischen Ketten wird heute oft 
zur Bestimmung von Ionenkonzentrationen benutzt. Die Voraussetzung 
fiir die Verwendbarkeit des direkt gemessenen Potentialunterschieds 
der Elektroden ist, daB die bei der Zusammensetzung solcher Ketten 
niemals vermeidlichen Diffusionspotentiale an der Beriihrungsstelle 
verschiedener Filiissigkeiten entweder berechnet oder experimentell 
auf einen praktisch bedeutungslosen Wert herabgedriickt werden 
kénnen. Da die Berechnung der Diffusionspotentiale im allgemeinen 
bei Fliissigkeiten komplizierter Zusammensetzung auf uniiberwindliche 
Schwierigkeiten st6Bt, so hat sich das Verfahren der experimentellen 
Vernichtung des Diffusionspotentials immer mehr eingebiirgert. Dieses 
Verfahren beruht auf der zuerst von T'ower!) hervorgehobenen Tat- 
sache, daB die Zwischenschaltung einer gesittigten Lésung eines leicht 
léslichen binaéren Elektrolyten, dessen Anion und Kation méglichst 
gleiche Beweglichkeit haben, dem gedachten Zwecke entspricht. Als 
solcher Elektrolyt wird in der Regel KCl, gelegentlich auch Ammonium- 
nitrat benutzt. Zwischen annahernd neutralen Lésungen diirfte dieses 
Verfahren immer geniigen. Wenn aber eine der beiden Lésungen sehr 
sauer oder sehr alkalisch ist, wird das Diffusionspotential nicht in 
befriedigender Weise vernichtet wegen der exzeptionell hohen Be- 
weglichkeit der H- oder OH-Ionen. Fiir diese Fille hat Bjerrum?) 
eine Methode ausgearbeitet, welche darin besteht, daB man als Fliissig- 
keitsverbindung fiir die beiden Lésungen der Reihe nach erst eine 
1,75 n KCl-Lésung, sodann eine 3,5 n KCl-Lésung einschaltet. Findet 


1) Tower, Zeitschr. f. physik. Chem. 20, 198, 1896. 
2) N. Bjerrum, ebendaselbst 58, 428, 1905. 
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man, daB die EMK dieser beiden Ketten nicht gleich ist, so darf man 
annehmen, daf} auch die stirkere der beiden KCl-Lésungen nicht 
ausgereicht hat, um das Diffusionspotential véllig zu vernichten. Bjerrum 
hat nun teils auf Grund theoretischer Uberlegungen, teils empirisch 
die Regel aufgestellt, da{ man zu der EMK der Kette mit 3,5n KCl- 
Lésung ihren Potentialunterschied gegen die Kette mit 1,75n KCl- 
Lésung noch einmal addieren soll; die so erhaltene Zahl stellt eine 
Extrapolation dar, welche dem wahren, vom Diffusionspotential be- 
freiten Wert des Potentialunterschieds der Zlektroden entspricht. 
Bjerrum gibt selbst an, daB diese Methode Anspruch auf Genauigkeit 
nur dann machen kann, wenn die Extrapolation nur wenige Millivolt 
betragt. 

Im folgenden wollen wir eine Methode beschreiben, welche den- 
selben Effekt hat wie die Bjerrumsche Methode, aber den technischen 
Vorteil bietet, daB die zweizeitige Messung von Bjerrum auf eine ein- 
zeitige Messung reduziert wird. Diese Methode wurde vor kurzem in 
der Arbeit von Michaelis und Kakinuma') schon praktisch verwendet, 
und es wurde in Aussicht gestellt, eine genauere Begriindung zu geben. 
Dieses soll in der vorliegenden Arbeit geschehen. 

Nehmen wir z. B. an, wir hitten die Aufgabe, das Diffusions- 
potential zwischen einer n/100 HCl-Lésung und irgend einer, sagen wir, 
ungefihr neutralen Loésung zu vernichten, so stellen wir folgende 
Fliissigkeitsverbindungen her: 1. die n/100 HCl-Lésung; mit dieser 
bringen wir in Beriihrung 2. eine ebenfalls n/100 HCl-Lésung, welche 
aber auBerdem noch gesittigt ist mit KCl, und 3. eine reine gesittigte 
KCl-Lésung; an diese schlieBen wir 4. die annahernd neutrale Lésung 
an, gegen welche das Diffusionspotential der sauren Lésung zu vernichten 
war. In der Regel wird diese vierte Lésung ebenfalls eine K Cl-Lésung 
sein, nimlich die KCl-Lésung der als Ableitung benutzten Kalomel- 
elektrode. Da wir immer mit der mit KCl gesittigten Kalomelelektrode 
als Ableitungselektrode gearbeitet haben, so ist in unserem Versuche 
immer 4. mit 3. identisch, so daB wir nur folgende Verbindungen her- 
zustellen brauchen : 


Pt,H, | n/100 HCI n/100 HCl, | gesittigte | Kalomel- 
gesittigt mit | KCl-Lésung | elektrodemit 
KCl | gesiitt. KC! 
l 2 3 
A B 


Die Erklarung fiir die Wirksamkeit dieser Anordnung kann etwa 
folgendermaBen gegeben werden. An der Grenze A kann kein merk- 
bares Diffusionspotential entstehen; denn angenommen, die Filiissig- 


1) Diese Zeitschr. (im Druck). 
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keit Nr. 2 enthielte kein KCl, so wire sie identisch mit der Lésung Nr. 1 
und wiirde gewib kein Diffusionspotential gegen 1 zeigen. Wenn wir nun 
der Lésung 2 noch KCl hinzufiigen, so ist es gemiB dem oben erwahnten 
Prinzip nicht denkbar, daB ein Diffusionspotential von praktisch merk- 
barer GroBe dadurch entsteht. Denn mag auch durch das KCl die 
, Aktivitat‘* und die Beweglichkeit der H-Ionen etwas geiindert und das 
Diffusionsgleichgewicht der H-Ionen in den beiden Lésungen daher ein 
wenig gestért werden, so muB doch der potentialvernichtende KinfluB 
des iiberschiissigen KCl stark tiberwiegen. Es ist nicht vorstellbar, 
daB irgend ein Diffusionspotential zwischen zwei wasserigen verdiinnten 
Lésungen dadurch in praktisch bemerkbarer Weise erhéht wird, dab 
man zu der einen Lésung K€l im UberschuB zusetzt. Was nun die 
Grenze B betrifft, so stoBen hier zwei gesittigte KCl-Lésungen zu- 
sammen, von denen die eine nur noch auBerdem m/100 Liter HCl 
enthalt. Nun ist ja schon das Diffusionspotential zwischen einer reinen 
n/100 HCl-Lésung und einer gesittigten KCl-Lésung sehr gering, 
und diese wenigen Millivolt miissen auf einen verschwindend kleinen 
Betrag heruntergedriickt werden, wenn man die n/100 HCl-Lésung 
noch dazu mit KCl sittigt. Wir diirfen also erwarten, da unsere 
Anordnung das Diffusionspotential praktisch vernichtet. 

Die praktische Durchfiihrung der Methode kénnte in der Weise 
geschehen, daB man die verschiedenen Fliissigkeiten in der genannten 
Reihe in der iiblichen Weise durch Heber miteinander verbindet. Wir 
wandten dieses Prinzip aber einfach in folgender Weise an. Als H,- 
Elektrode benutzten wir die birnférmige Elektrode in der Form, wie 
sie von Michaelis!) beschrieben ist. Die AusfluBéffnung dieses Elek- 
trodengefiBes ist nicht ein mit der Spitze nach unten gerichtetes Rohr, 
sondern ein leicht S-formig gekriimmtes Rohr, dessen Miindung nach 
oben gerichtet ist. Nachdem die Elektrode mit der zu messenden Lésung 
gefiillt, mit H, durchstrémt und in einem Drehstativ durch etwa 
100 Umdrehungen in volliges Gasgleichgewicht gebracht ist, werden 
in die nach oben gerichtete AusfluBé6ffnung, welche mit der zu unter- 
suchenden Lésung vollig gefiillt ist, feine Kristalle von KCl eingefiillt. 
Diese sinken bis zur tiefsten Stelle dieses Rohres und sittigen die 
Lésung an dieser Stelle mit KCl. In diesen Brei von K(Cl-Kristallen 
taucht man die Spitze eines Hebers ein, welcher mit einer mit KCl ge- 
stittigten Agargallerte gefillt ist. Diese wird hergestellt, indem man 


1) L. Michaelis, Prakt. d. physik. Chem., 2. Aufl., Berlin, Julius Springer, 
1922; daselbst 8. 158: Man beachte, daB in der daselbst befindlichen Abb. 30 
das abgebogene, wellenférmige AusfluBrohr horizontal nach hinten verlauft. 
Die perspektivische Zeichnung kénnte zu der falschen Vorstellung ver- 
leiten, daB8 die Hauptrichtung des AusfluBrohres nach oben ist; nur das 
auBerste Ende lauft in Wirklichkeit aufwarts. 
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3g Agar mit 100 g Wasser véllig verkocht und noch hei’ mit 40 g KCl 
versetzt; diese noch fliissige Gallerte wird in Glasheber eingefiillt 
und erstarrt dann, wobei das KCl zu einem kleinen Teil wieder aus- 
kristallisiert. Das andere Ende dieses Agarhebers taucht in eine ge- 
sittigte Lésung von KCl, in welche andererseits das AbfluBrohr der 
Kalomelelektrode eintaucht. In dieser Weise wird die in dem obigen 
Schema beschriebene Fliissigkeitsbindung in einer technisch sehr be- 
quemen Weise verwirklicht. (Der Agarheber wird, wenn nicht gebraucht, 
stets unter gesittigter K Cl-Lésung aufbewahrt und ist dauernd haltbar. ) 

Es war nun unsere Aufgabe, die Leistungsfihigkeit dieser Methode 
mit der Bjerrumschen Extrapolationsmethode zu vergleichen. Um 
immer unter denselben Bedingungen zu arbeiten, benutzten wir fiir 
die Bjerrumsche Methode ebenfalls unsere Birnelektrode, nur mit dem 
Unterschied, daB das nach oben gerichtete AusfluBrohrende vermittelst 
eines passend geformten Glasréhrchens und einer Gummischlauch- 
verbindung in eine nach unten gerichtete AusfluBé6ffnung verwandelt 
wurde. Als Ableitungselektrode benutzten wir auch hier immer die ge- 
sittigte Kalomelelektrode. Folgendes Schema zeigt unsere Anordnung: 


Gesattigte Gesittigte | 1,75n KCl- | n/100 HCl PtH, 
Kalomel- KCl-Lésung | Lésung | 
elektrode 


Nachdem die EMK dicser Kette gemessen war, wurde die ganze 
Kette zum zweitenmal angesetzt, nur wurde an Stelle von 1,75n KCl- 
Lésung eine 3,5n KCl-Lésung benutzt. Nach dem Prinzip, welches 
friiher von Michaelis und Kriiger!) angegeben wurde, benutzten wir 
die gesittigte Kalomelelektrode nur als Hilfselektrode und verlieSen 
uns nicht auf den absoluten Wert ihres Potentials. An jedem Tage 
wurde zunichst der Potentialunterschied gegen eine H,-Elektrode 
mit Standardacetat gemessen, und die in den folgenden Protokollen 
notierten Werte der Potentialdifferenz sind immer die Potential- 
unterschiede gegen das Standardacetat nach Mabgabe der am gleichen 
Tage gemachten Eichung. Die Erfahrung zeigte, da das Potential 
einer nicht allzu frischen gesittigten Kalomelelektrode sehr lange 
Zeit praktisch konstant bleibt. Die standige Eichung gegen das Stan- 
dardacetat macht uns von allen etwaigen Schwankungen unabhingig 
und macht gleichzeitig die Korrektur wegen des Barometerstandes 
iiberfliissig; der Gasdruck der zur Eichung benutzten Standardacetat- 
elektrode ist stets der gleiche wie der der zu untersuchenden Elektrode. 

Die gréBten Diffusionspotentiale sind bei Messung von reinen 
Sauren oder Laugen zu erwarten. Die scharfste Priifung der Leistungs- 
faihigkeit der Methode besteht daher darin, daB man reine HCl-Lésungen 
als Testobjekte benutzt. Dies haben wir in folgenden Versuchen getan. 


1) Diese Zeitschr. 119, 307, 1921. 
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Vernichtung des Diffusionspotentiais an Fliissigkeitsgrenzen. 
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Die erste Spalte der Tabelle gibt den jeweiligen Eichwert fiir die 
Potentialdifferenz zwischen der gesittigten Kalomelelektrode und der 
Standardacetat-H,-Elektrode, wobei das Diffusionspotential nach der 
neuen Agarmethode ausgeschaltet wurde. (Dieses Diffusionspotential ist 
uibrigens auch ohne besondere VorsichtsmaBregeln praktisch gleich Null.) 
In der zweiten und dritten Spalte sind die beiden Messungen nach 
Bjerrum, in der fiinften Spalte der nach Bjerrum extrapolierte Wert 
der Kette. In der vierten Spalte ist die Messung mit unserer einzeitigen 
Agarmethode. Was die nicht véllige Ubereinstimmung der Parallel- 
messungen in Spalte 4 und 5 betrifft, so ist sie zum gréBten Teil auf 
die verschiedenen Temperaturen der Versuche zuriickzufiihren. Den 
Berechnungen des py wurde die Annahme zugrunde gelegt, daB das pr 
des Standardacetats von der Temperatur unabhangig ist, gleich 4,61. 
Inwieweit die Einzelmessungen voneinander abweichende Resultate 
ergeben, kann man daher nur aus Spalte 8 erkennen, und hier zeigt 
sich eine befriedigende Ubereinstimmung der Einzelresultate. Das py 
in Spalte 8 ist auf Grund der Werte der Agarmethode berechnet. Bei 
1n und 2n HCl ist der auf Grund der Bjerrumschen Methode berech- 
nete Wert in Klammern dazugesetzt. 

Die sechste Spalte gibt die GréBe der Byerrumschen Extrapolation 
in Millivolt an. Die siebente Spalte gibt den Unterschied der Potentiale 
bei Messung mit 3,5n KCl nach Bjerrum und der Agarmethode. Wie 
man sieht, erhalten wir bei unserer einzeitigen Messung denselben 
Wert, wie er durch die Extrapolation nach dem zweizeitigen Bjerrum- 
schen Verfahren berechnet wird. Erst von 1 n HCl-Lésungen aufwirts 
scheint unser Verfahren zur vélligen Vernichtung des Diffusionspoten- 
tials nicht mehr auszureichen; jedenfalls ist der nach Bjerrum 
extrapolierte Wert hier stets gréBer als unser Wert; aber hier ist auch 
das Bjerrumsche Verfahren nicht mehr einwandfrei, und man kann 
kaum entscheiden, welchem Verfahren der Vorzug gebiihrt. 

Die achte Spalte gibt das py auf Grund des mit der Agarmethode 
erhaltenen Potentials, wobei das pq des Standardacetats nach der 
Kichung von Michaelis und Kriiger gleich 4,61 angenommen wurde. 


‘ Die neunte Spalte gibt das pq an, wie es berechnet werden wiirde, 


wenn wir die Salzsiiure stets als total dissoziiert betrachten und den 
Aktivitatskoeffizienten der H-Ionen gleich 1,00 setzen. Wie man 
sieht, stimmt dieses py mit dem in der Spalte 8 berechneten von 
n/100 HCl bis fast n/3 HCl praktisch vollkommen iiberein, was auch 
schon in der fritheren Arbeit von Michaelis und Kakinuma') gezeigt 
worden ist. Dagegen finden sich bei 2n HCl Abweichungen. Es ist 
nun von groBem Interesse, die Richtung der Abweichung zu unter- 


1) Diese Zeitschr. 141, 394, 1923. 
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suchen. Die nachstliegende Annahme fiir die Erklirung dieser Ab- 
weichung wire, daB das Diffusionspotential nach der Agarmethode 
noch nicht véllig vernichtet ist, und daB auch die Bjerrumsche Extra- 
polation zu klein ist. Wenn das der Fall wire, miiBte aber die Richtung 
der Abweichung des gefundenen py umgekehrt wie die gefundene 
sein. Es ist daher nicht méglich, diese Abweichung durch eine un- 
gentigende Vernichtung des Diffusionspotentials zu erkliren. Wir 
miissen vielmehr annehmen, da der Aktivititsfaktor der H-lIonen 
in so starken HCl-Lésungen gr6éBer als 1 wird. Dies ist eine Annahme, 
welche der urspriinglichen Annahme von Bjerrum widerspricht. In 
der Arbeit von Michaelis und Kakinuma wurde aber gezeigt, daB auch 
in auBerst verdiinnter HCl-Lésung durch Zusatz von NaCl der Akti- 
vitatsfaktor der H-Ionen gréfer als 1 wird. In solchen Vorkommnissen 
spricht sich deutlich der Umstand aus, daB der sogenannte Aktivitiats- 
faktor heute nur als eine RechengréBe betrachtet werden kann, deren 
physikalischer Sinn komplizierter Natur ist und im einzelnen noch nicht 
quantitativ physikalisch begriindet werden kann. 

Fales und Vosburger!) haben behauptet, da8 zwischen einer ge- 
sittigten K Cl-Lésung und einer beliebig starken HCl-Lésung tiberhaupt 
kein Diffusionspotential nachweisbar sei. Aber wie unsere Versuche 
zeigen, besteht diese Annahme nicht zu Recht. Schon zwischen 
n/100 HCl und gesattigter KCl-Lésung (wenn man sie ohne Agar- 
methode direkt mift) ist ein Diffusionspotential nachweisbar, wie 
unsere Versuche zeigen, und in noch viel héherem Mae bei stirkeren 
HCl-Lésungen. 

Was die erhaltenen Resultate mit HCl-Lésung verschiedener 
Konzentration betrifft, so miissen wir wiederum die in der Arbeit 
von Michaelis und Kakinuma beschriebene Tatsache bestatigen, dab 
HCl-Lésungen mindestens bis n/30 Konzentration sich so verhalten, 
als ob die Salzsiure nicht nur stets total dissoziiert ist, sondern sogar 
als ob die H-Ionen stets eine ihrer Konzentration proportionale Akti- 
vitat haben, oder mit anderen Worten, als ob der Aktivitatsfaktor 
der H-Ionen in salzfreien H Cl-Lésungen in allen diesen Konzentrationen 
gleich 1,0 sei, soweit es die Genauigkeit der elektrometrischen Messungen 
auszusagen gestattet. Es ist kaum anzunehmen, daB die Unsicherheit 
der elektrometrischen Messung eine Unsicherheit des Aktivitatsfaktors 
bewirkt, welche gr6Ber als 5 Proz. seines Gesamtwertes betrigt. Fiir 
noch konzentriertere H Cl-Lésungen finden wir sogar eine Uberschreitung 
des Wertes des 1,0 fiir den Aktivititsfaktor. Obwohl man fiir so kon- 
zentrierte Lésung nicht mit der gleichen Sicherheit wie sonst behaupten 
darf, daB das Diffusionspotential véllig vernichtet ist, so scheint doch, 


1) Fales und J. Vosburger, Journ. Amer. Chem. Soc. 40, 1291, 1918. 
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wie oben gesagt, der Sinn des hierdurch etwa hervorgerufenen Fehlers 
in der Richtung zu liegen, daB die Uberschreitung des Wertes 1 fiir 
den Aktivitatsfaktor in Wahrheit nur noch gréBer werden kann. 


Zusammenfassung. 


Selbst unter sehr ungiinstigen Bedingungen, und jedenfalls unter 
allen Bedingungen, welche fiir biologische Arbeiten in Betracht kommen, 
kann man das eventuell noch bestehende Diffusionspotential zwischen 
irgend einer Lésung A und gesittigter KCl-Lésung dadurch vollig 
vernichten, da man zwischen diese beiden Lésungen noch eine mit 
KCl gesiittigte Lésung A einschaltet. Das Resultat dieser sehr ein- 
fachen einzeitigen Methode deckt sich genau mit dem zweizeitigen 
Extrapolationsverfahren nach Bjerrum. Das Prinzip wird in Form 
eines Agarhebers angewendet und kann wegen seiner Einfachheit in 
allen Fallen leicht verwendet werden, wo es darauf ankommt, zwei 
verschiedene wiisserige Lésungen diffusionspotentialfrei in leitende 
Verbindung miteinander zu bringen. 
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Uber Kalkbindung durch tierische Gewebe. IX. 


Von 
E. Freudenberg und P. Gyérgy. 
(Aus den Kinderkliniken in Marburg und Heidelberg.) 
(Eingegangen am 1. August 1923.) 


1. Allgemeiner Teil. (Ober den normalen VerkalkungsprozeB.) 

In einer friiheren Mitteilung!) haben wir dariiber berichtet, daB 
es durch Einlegen von Knorpelstiicken in CaCl,-Lésungen, griindliches 
Abspiilen und Uberfiihren in Phosphatlésungen gelingt, eine starke 
Anreicherung des Gewebes mit Ca und PO, zu erzielen, die es mechanisch 
so verindern, daB man an Knochen erinnert wird. Kehrt man die 
Reihenfolge um, und 148t man zuerst das Phosphat und dann nach 
dem Abspiilen CaCl, einwirken, so erhilt man keine Anreicherung im 
obigen Sinne. Es kann hierdurch ausgeschlossen werden, daB es sich 
einfach um ein Eindiffundieren der Lésungen in das Kolloid handelt, 
die dort miteinander in Reaktion treten. Vielmehr bestiatigt der Ver- 
such den auf die verschiedenste Weise erhobenen Befund einer Ca- 
Bindung an das Gewebe. 

Bei der Einwirkung der Phosphatlésung auf die Ca-Protein- 
verbindung ist an die Méglichkeit zu denken, daB durch das Phosphat 
jene Verbindung zerlegt wird und es zur Abscheidung eines Erd- 
phosphatniederschlages im Gewebe kommt. Gegen diese Auffassung 
spricht aber das Quellungsverhalten von Ca-angereichertem Knorpel 
in Phosphatgemischen, und ebenso das Quellungsverhalten der orga- 
nischen Grundsubstanz im Knochen. Diese Substanzen zeigten die 
gleiche Hemmung der Quellbarkeit?), wie sie allen Ca-beladenen Eiweib- 
stoffen eigentiimlich ist. Ein unléslicher, im Gewebe rein mechanisch 
eingelagerter, anorganischer Niederschlag diirfte dasselbe in seiner 
Quellbarkeit nicht hemmen. Wir haben daraufhin das Auftreten 
komplexer Ca-Phosphat-EiweiBverbindungen, die wir uns in Analogie 
mit der Carbaminoreaktion von Siegfried bzw. mit den Amphisalzen 


1) Diese Zeitschr. 118, 1921. 
2) Ebendaselbst 121, 1921. 
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von Pfeiffer vorstellten, angenommen. Die Méglichkeit des Entstehens 
solcher Verbindungen ist iiberall im Organismus gegeben, da bei der 
herrschenden neutralen Reaktion das Auftreten von Alkalieiweil- 
verbindungen anzunehmen ist, die sich beim Vorhandensein von Ca- 
Ionen zu Ca-EiweiBverbindungen und mit Phosphaten, an denen es 
auch nirgends fehlt, zu den oben genannten komplexen Verbindungen 
umsetzen. DaB es nicht zu Kalkablagerungen kommt, solange die 
Gewebe ungeschadigt sind, fiihrten wir darauf zuriick, daB es eine 
groBe Reihe von Stoffen gibt, besonders solche mit freier Amidogruppe, 
die im Stoffwechsel auftreten und das Entstehen der labilen Ca-Eiweib- 
verbindung zu verhindern vermégen, wie wir zeigten!). Der Stoff- 
wechsel hemmt, wie dies den Pathologen lingst bekannt ist, die Ver- 
kalkung. DaB er es tut, beruht auf den dargelegten Griinden. 

Trotzdem diese Darlegung cine Reihe von Tatsachen dem Ver- 
stiindnis erschlieBt, halten wir sie doch nicht fiir ausreichend zur Er- 
klarung des Ossifikationsproblems. Bei der physiologischen Verkalkung 
kommt ein Gewebe zustande, das 40 bis 80 Proz. Mineralien enthalten 
kann. Kine solche Anreicherung ist nicht denkbar, wenn es sich nur 
um Salz-Proteinverbindungen handeln wiirde. Der Aschegehalt solcher 
Verbindungen pflegt infolge des hohen Molekulargewichtes der Eiweif- 
kérper héchstens einige Prozente zu betragen, doch sind Mineralgehalte 
von der GréBenordnung wie im Knochengewebe einfach ausgeschlossen. 

Wir sind daher genétigt anzunehmen, daB die komplexe Ver- 
bindung von Erdphosphaten und Eiwei®B nicht stabil ist, sondern in 
Erdphosphate und Eiweif zerfallt, womit letzteres wieder befihigt 
wird, als ,,Kalksalzfiinger** mit Ca-Ionen zu reagieren. Dadurch ware 
eine Erklirung dafiir gegeben, daB auch Knochengewebe im Reagenz- 
glasversuche noch Ca-Ionen zu binden vermag, und es wire ferner 
dargetan, wieso es nicht zu einem Gleichgewichtszustand zwischen 
Blut bzw. Lymphe und dem verkalkenden Gewebe kommt, mit dem 
jedes weitere Fortschreiten der Verkalkung unterbunden wire. 

Eine Erklirung verlangt noch die Tatsache, daB der Knochen 
Phosphate und Carbonate in einem ganz bestimmten Verhiltnis von 
etwa 7:1 enthalt, wahrend im Blutplasma bekanntermafen die Kon- 
zentrationen an Hydrocarbonat weit hoher ist als die an anorganischem 
Phosphat. Die Verschiebung dieses Verhiltnisses hat allen Forschern, 
die sich mit der Verkalkungsfrage beschiftigen, groBe Schwierigkeiten 
bereitet, die darin begriindet sind, daB sie die Frage der Verkalkung 
in dem Sinne auffaBten, da® zu erklaren sei, wieso die vorher gelésten 
Kalkverbindungen des Plasmas unléslich werden und im Gewebe sich 
niederschlagen. 


1) Diese Zeitschr. 121, 1921; 124, 1921. 





4s. & @ 


Ss &®  & 


Ce ee ee wt 


- ee AehlUeeelUeelCUCUlC(i elle lUe, Oe 








Kalkbiudung durch tierische Gewebe. IX. 409 


In seiner Arbeit itiber die Ablagerung von Kalksalzen in den Ge- 
weben mibt Hofmeister!) dem Kohlensiuregehalt der Lymphe in den 
verkalkenden Geweben eine entscheidendg Rolle bei, indem er an- 
nimmt, da®B sich bei reichlichem Kohlensiuregehalt der Lymphe das 
Gewebe mit geléstem Calciumphosphat und Calciumcarbonat durch- 
trinke, um in einem spateren Zeitpunkt, in dem die Lymphe kohlen- 
siurearm geworden ist, an diese die Kohlensiure abzugeben, wodurch 
die aufgenommenen Kalksalze ausfallen. Ein periodisches Wiederholen 
dieses Vorganges soll bis zur definitiven Verkalkung fihren. Daf’ in 
den Zeiten des Kohlensiurereichtums vorher entstandene Nieder- 
schlage nicht wieder gelést werden, hinge von der relativen Schwierig- 
keit ab, einmal entstandene Niederschlige wieder in Lésung zu bringen. 

Analoge Ansichten auBern neuerdings Howland und Kramer?), 
wobei sie den geringeren Kolloidschutz der Lymphe besonders betonen. 

Nun ist aber bei dieser ganzen Betrachtungsweise auBer acht 
gelassen, daB der VerkalkungsprozeB nicht in Lymph- und Gewebs- 
spalten stattfindet, in denen es zu einer Prizipitation kommt, sondern 
daB die dazu bestimmten Gewebsabschnitte als solche verkalken, also 
daB der Vorgang in einem Gewebe stattfindet, das nicht eiweiBirmer 
als das Blutplasma, sondern viel eiweiBreicher ist. Betrigt doch der 
Wassergehalt der meisten Gewebe etwa 70 bis 80 Proz., des Blutplasmas 
aber etwa 92 Proz. und mehr. In einem solchen Medium wird sich 
der faillungshemmende EinfluB der Kolloide, den Pauli und Samec*) 
gerade in Hinsicht auf das Verkalkungsproblem studiert haben, in 
viel starkerem Mafe geltend machen als in dem eiweiBirmeren Blut- 
plasma. Das Erklarungsmoment einer voriibergehenden Senkung der 
CO,-Spannung muB also als unzureichend angesehen werden. 


Pauli und Samec*) haben gezeigt, daB die Léslichkeit von Calcium- 
carbonat durch Eiweif wesentlich stirker erhéht wird als die von 
Calciumphosphat. Wiirde in einem eiweiBreichen, mit beiden Salzen 
impragnierten Medium der Lésungsschutz verringert, so miiBte also 
zuniachst eine Carbonatabscheidung erfolgen, spaiter wiirde eine Mischung 
beider Salze, zuletzt Phosphat abgeschieden werden. Im Niederschlage 
waren also — im Gegensatz zu dem Verhalten im Knochen — mehr 
Carbonate als Phosphate zu erwarten. Um aber die Verhiltnisse der 
Kalksalzabscheidung im Knochen erkliren zu kénnen, machen die 
genannten Autoren eine Reihe komplizierter Annahmen. Sie meinen, 
da8B zunichst infolge Wasserverarmung eine Gewebseindickung ohne 
Niederschlagsbildungen erfolge, und dann ein Abbau des eingedickten 


1) Hofmeister, Ergebn. d. Physiol. 10, 1910. 
2) Howland und Kramer, Amer. Journ. Diseas. of Children. 22, 1921. 
3) Pauli und Samec, diese Zeitschr. 17, 1909. 
































a ee eee ee ee 











; 





410 E. Freudenberg u. P. Gyérgy: 


Gewebes mit Ausfillung der Erdsalze. Sie zeigen, daB EiweiBabbau- 
produkte (Peptone) CaCO, besser lésen als Calciumphosphate, deren 
Léslichkeit im Gegenteil vermindert wird. Durch diesen sekundiaren 
Abbau werden also die Verhiltnisse, wie sie im Knochen vorgefunden 
werden, hergestellt. Als Beispiel der Gewebseindickung wird die 
Wasserarmut des Knochens angefiihrt. 

Es muB nun darauf hingewiesen werden, da8 sowohl die Annahme 
einer Gewebseindickung als primare Ursache wie diejenige eines sekun- 
diren Abbaues von eingedicktem Gewebe rein hypothetisch sind. 
Wir wollen nicht erértern, inwiefern solche Vorginge bei der patho- 
logischen Verkalkung eine Rolle spielen kénnen. Bei der normalen 
Verkalkung bestehen keine Anhaltspunkte zu solchen Annahmen. 
DaB der fertige Knochen weniger Wasser enthilt als andere Gewebe, 
ist eine einfache Folge seines hohen Mineralgehaltes und hat fiir die 
hier vorliegende Frage, die sich um das Werden des Knochens dreht, 
keine Bedeutung. Wir glauben also nicht, daB ein Grund vorliegt, 
bei der normalen Verkalkung eine Gewebseindickung anzunehmen. 

Von einer Reihe von Autoren ist die These verfochten worden, 
da8 zur Aufnahmefahigkeit des Gewebes fiir die Knochenerden ganz 
bestimmte Umwandlungen desselben erfolgen miiBten, durch die es 
erst zum ,,Kalksalzfiinger** wiirde. Namentlich Pfawndler1) hat sich 
in diesem Sinne geiuBert. 

DaB Anderungen an der organischen Grundsubstanz der ver- 
kalkenden Gewebe vor sich gehen, scheint auf Grund histologischer 
Beobachtungen, z. B. des Verhaltens gegeniiber basischen Farbstoffen 
mdglich. Es ist jedoch rein hypothetisch, wenn auf diese Verinderungen 
die Annahme gegriindet wird, daB dieselben der Auspriigung spezifischer 
Affinitéten zu den Knochensalzen entsprechen sollen. Eine Spezifitat 
scheint im allgemeinen nach den Versuchen Pfaundlers und den unsrigen 
bei der Bindung von Ca-Ionen an tote Gewebe in vitro nicht zu be- 
stehen. Wenn Wells?) Gewebe, wie Muskel, Milz und Thymus nicht, 
Knorpel dagegen in ausgesprochenem Mafe verkalken sah, wenn er 
sie steril in die Bauchhéhle von Kaninchen brachte, so mag dies daher 
riihren, daB bei dem teilweisen Abbau der Organe durch Fermente 
in verschiedenem MaBe Substanzen frei werden, die die Kalkbildung 
hemmen. Haben wir doch gerade durch die beim tryptischen Abbau 
auftretenden Stoffe sehr starke Hemmungswirkungen sich geltend 
machen gesehen. Unsere Meinung iiber die Entwicklung spezifischer 
Affinitaiten geht also dahin, daB diese These zwar nicht widerlegt 
werden kann, daB sie aber auch andererseits unbewiesen und ent- 


1) Pfaundler, Jahrb. f. Kinderheilk. 60, 1904. 
2) Wells, Journ. of. med. Research 14, 1905/06. 
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behrlich ist. Solche Gewebe, in denen die Hemmungsfaktoren der 
ersten Stufe der Verkalkung, der Bindung von Ca-Ionen an das Sub- 
strat, durch einen normalen Stoffwechsel wirksam werden, verkalken 
nicht. Gewebe, in denen der Stoffwechsel herabgesetzt ist, verfallen 
der Verkalkung, vorausgesetzt, daB im Plasma und in der Lymphe 
gentigend Phosphate enthalten sind. Tatsichlich sprechen auch histo- 
logische Befunde dafiir, da8 in der der provisorischen Verkalkung 
anheimfallenden Interzellularsubstanz des Knorpels kein Stoffwechsel 
mehr besteht. Die Verkalkung wiirde sich demnach in drei immer 
wiederholten Stufen vollziehen: 


1. Bindung von Ca-Ionen an die organische Grundsubstanz. 

2. Bindung von Phosphat- bzw. Hydrocarbonationen aus der um- 
gebenden Lymphe, so daB eine Calcium-Phosphat- bzw. Car- 
bonat-EiweiBverbindung entsteht. 

3. Abspaltung von Calciumphosphat und Carbonat und Frei- 
werden der kalkbindenden Gruppen in der Grundsubstanz. 


Wiahrend 1. sichergestellt erscheint durch das, was an experimen- 
tellem Material bisher beigetragen wurde, verlangt 2. eine Erklirung 
dariiber, warum im Knochen die Phosphate iiberwiegen. Wir haben 
dieser Frage wieder Experimente gewidmet, die so angesetzt waren, 
daB gegen CaCl,-Lésungen verschiedenartige EiweiBlésungen, die mit 
Bicarbonat oder Phosphatgemischen versetzt waren, dialysiert wurden. 
Zum Vergleich war stets eine Probe der EiweiBlésung ohne weitere 
Zusitze zur Dialyse gegen CaCl, angesetzt und endlich Proben mit 
gleichzeitigem Phosphat- und Carbonatzusatz zum Kolloid. Bestimmt 
wurden innen und auBen Calcium, Phosphat und gebundene Kohlen- 
sdure. 

Es ergab sich, daB iiberall Kalkbindung erfolgte, mehr aber in 
Gegenwart von Bicarbonat und Phosphat, wie dies friiheren: Ergeb- 
nissen entsprach. Phosphat verteilte sich durchweg so, daB sehr viel 
mehr auf der Seite des Kolliods anzutreffen war. Nur ausnahmsweise 
kam es zu Triibungen oder gar Niederschligen. Beziiglich der Car- 
bonate wurde der auffallige Befund erhoben, daB der Betrag in Gegen- 
wart des Kolloids nicht nur keine Anreicherung aufwies, sondern daB 
eine absolute Verminderung der in das ganze System eingebrachten 
Menge entstanden war. Diese Verminderung kann nur so erklart 
werden, daB Kohlensaure aus Bicarbonat freigemacht und entwichen war. 

Es fragt sich, welche Momente zum Freiwerden der Kohlensaure 
fiihren konnten. Zur Erklarung méchten wir das Verhalten der H-Ionen- 
konzentration heranziehen. Es war in unseren Versuchen stets eine 
deutliche Differenz derselben zu beiden Seiten der Dialysiermembran 
eingetreten in dem Sinne, daB die kolloidhaltige Lésung alkalischer 
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war'), Am gréBten war die Differenz da, wo keine Zusiatze von Bi- 
carbonat oder Phosphat erfolgt waren. Durchweg hatten solche EiweiB- 
lésungen beim Dialysieren gegen CaCl, merklich saurere Reaktion 
angenommen. Die Reaktion war aber, wie oben angefihrt, in der 
kolloidfreien Flissigkeit noch starker sauer geworden als in der EiweiB- 
lésung. Es ist also ersichtlich, daB bei der Bindung der Ca-Ionen 
H-Ionen frei werden. 

Der durch die Ca-Bindung bewirkte Aciditatsanstieg fihrt zur 
Abspaltung von Kohlensaure aus dem Bicarbonat mit dem Endeffekt, 
da das Eiwei8 keine nennenswerte Speicherung von Carbonat und 
eine Verarmung an solchem im Gesamtsystem herbeifihrt. 

Das Verhalten der untersuchten EiweiBlésung (Casein, LEier- 
albumin, Gelatine) entspricht einfach der fiir das Casein langst be- 
kannten Fahigkeit, aus Salzen schwacher Sauren die letzteren frei- 
zumachen, z. B. Kohlensiure aus Bicarbonat. Die Eigenschaft, auf 
der alkalischen Seite ihrer isoelektrischen Punkte als Anion aufzutreten, 
wird bei gegebener Reaktion bei verschiedenen EiweiBkérpern von 
der Lage eben ihrer isoelektrischen Punkte abhangen. Der isoelektrische 
Punkt gereinigter Gelatine ist der gleiche wie der des Caseins, und 
unsere Untersuchungen iiber das Quellungsverhalten der Knorpel- 
substanz in verschiedenen Pufferlésungen zeigten, daB auch fiir diese 
der isoelektrische Punkt ungefahr bei py 4,6 liegt. Es ist also zu er- 
warten, da sich alle diese Stoffe unter analogen Bedingungen gegen 
Bicarbonat dem Casein entsprechend verhalten werden, wie dies unsere 
Untersuchungen tatsichlich gezeigt haben. 

Das Uberwiegen der Phosphate gegeniiber den Carbonaten bei der 
Verkalkung riihrt also nicht von irgendwelchen Lésungsbedingungen her, 


sondern ergibt sich aus der Wirkung des Eiweifes als Sure bei der im. 


Organismus gegebenen Reaktion gegeniiber den von den zirkulierenden 
Saften herbeigefiihrten Ionen. Ahnliche Vorginge, die weitere Beweise 
fiir unsere Annahme von Komplexverbindungen von Protein, Calcium 
und Phosphat liefern, lassen sich auch an anderen Systemen feststellen. 
Gyorgy?) hat diese Verhiltnisse in der Milch studiert. Es ergab sich, 
daB hier bei py > 4,8 durch das Casein Ca und damit auch HPO, 
gebunden wird. Im isoelektrischen Punkte findet eine Entbindung 
aller Ionen statt, weder Ca noch PO, werden gebunden. Auf der sauren 
Seite vom isoelektrischen Punkte wird nur PO,, aber kein Ca gebunden. 


1) Die H-Ionenmessungen sind nur kolorimetrisch erfolgt, und wir 
miissen uns eine Nachpriifung mit der elektrometrischen Methode vor- 
behalten. Die Differenzen, die gefunden wurden, sind aber so groB und so 
konstant, da8 wir sie fiir tatsichlich gegeben und nicht methodisch bedingt 
halten. 

2) Gyérgy, Diese Zeitschr. 142, 1, 1923. 
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2. Experimenteller Teil. 

Die Ca-Bestimmungsmethode war die friiher von uns gebrauchte. Bi- 
carbonat wurde bestimmt, indem zunichst durch ausreichendes Durch- 
leiten kohlensaurefreier Luft die absorbierte Kohlenséure aus der Probe 
entfernt und sodann nach Anséuerung abermals ein kohlensaurefreier 
Luftstrom durchgeleitet wurde, wobei die freigemachte CO, in abgemessenen 
Mengen titrierter Barytlauge unter Verwendung von etwa 10cm langen, 
in der Form den Pettenkoferschen Réhrchen ahnlichen GefaiBen aufgefangen 
wurde. Phosphorséure wurde nach der Mikromethode von Mariott, Mc Kinn 
und Haessler') bestimmt. pg kolorimetrisch nach dem Verfahren von 
Michaelis. 

Versuch 1. Es werden folgende Dialysen angesetzt. 

a) 20cem Iproz. Natriumcaseinatlésung (Casein ,,Hammarsten“ von 
E. Merck bezogen) von p,, 8,0 werden nach Zufiigen von 1 cem destilliertem 
Wasser gegen 20 ccm CaCl, p, 5,95 zweimal 24 Stunden hindurch unter 
Toluol dialysiert. 

b) 20cem ebensolecher Natriumcaseinatlésung werden mit 1cem 
normaler Natriumbicarbonatlésung versetzt und genau wie oben dialysiert. 

Am Ende des Versuchs werden folgende Werte erhalten, ausgedriickt 
in Normalitat: 














a) Ohne Zusatz b) Bicarbonat zugesetzt 


obne C Casein mit Casein “ohne Casein mit Casein 


6,4 6,9 | e9 72 
0,0052 0,0098 0,0046 0,0122 
; _ —_— 0,003 0,000 
Ergebnis. Ca- Aitreciineus in Gegenwart des Caseins, ebendort 
niedrigere H-Ionen-Konzentration. HCO, betragt zu Beginn des Versuchs 
im Gesamtvolumen 0,0244 Normalitaét, am Ende in der eiwei8freien Fliissig- 
keit 0,003, waihrend in der Caseinlésung gebundene Kohlensiiure tiberhaupt 
nicht mehr nachweisbar ist. 
Versuch 2. Snorting.’ wie in Versuch l. 





a) Ohne Zusatz yy Bicarbonat augesetzt 


“ohne C asein aN mit Cs ‘asein ohne C ascin mit, Casein 


= 


6,5 70 6,9 7,1 
0,0050 0,0102 0,0039 0,0117 
: ors _ * 0,003 0,000 
Ergebnis wie Vasile 1: 
Versuch 3. 20ccm einer Ilproz. Caseinlésung werden mit 1cem 
n/8 Phosphatlésung p,, 6,6 versetzt und gegen 20cem CaCl,-Lésung 
dialysiert. Eine weitere Probe ohne ihe wee: sonst gleich. 





* Obne Zusatz b) Phosphat zugesetzt 


ches Casein mit Casein ohne Casein mit Casein 
6,6 7,0 | 66 7,2 


0,0050 | 00101 || 0,027 0,0122 
— — 0,0024 0,0042 


1) Mariott, McKinn und Haessler, Journ. of biol. Chem. 32, 1917. 
Biochemische Zeitschrift Band 142 28 
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Ergebnis. Starke Anreicherung von Ca auf der Seite des Kolloids, 
durch Gegenwart von Phosphat noch weiter erhéht. HPO, ebenfalls ver- 
mehrt auf der Seite des Caseins. 


Versuch 4. Angesetzt wie Versuch 3. 





a) Ohne Zusatz b) Phosphat zugesetzt 
ohne Casein mit Casein ohne Casein mit Casein iH 
Bar ee Ee | 66 6,8 | 66 69 
Be eng a 0,0054 0.0096 | 0.0020 0.0128 
URS Meera mers eat | — || 00026 0,0039 


Ergebnis wie Versuch 3. 


Versuch 5. 20 cem einer 1 proz. Eieralbuminlésung (ovi albumen siccum, 
kaufliches Praparat) in 0,9proz. Kochsalz werden versetzt: a) mit 2 ccm 
Wasser, b) mit 1 com Wasser und 1 cem 1 n NaHCQO,, c) mit 1 cem Wasser 
und 1 cem In Phosphatlésung p, 7,7, d) mit 1cem NaHCO, und 1 cem 
Phosphatlésung wie oben. Die Lésungen werden gegen je 30 ccm iiberall 
gleich konzentrierter CaCl,-Lésung zweimal 24 Stunden bei Zimmertempe- 
ratur unter Toluol dialysiert. 





a) Ohne Zusatz b) Bicarbonat- c) Phosphats d) Bicarbonat- und 





zusatz zusatz Phosphatzusatz 
ohne | mit | obne | mit | obne | mit | obne | mit i 
Albumin I Albumin _ __ Albumin Albumin 
Oe iinet TS (6 169 | 7,1 7,3 
Oe (0.0104 | 0,011, 0,0100 | (010125 j 0.0106 | — | 0,006 85 — 
ae. CRE _};— -- teenie 0,0158 0,0056  0,0150 
HCO,...j/ — | — 0,0025 0,000 |  — o — | 00020 0,0025 


Ergebnis. MaBige Calciumbindung, die sich in den Probene und d 
wegen Niederschlagsbildung in Gegenwart des Kolloids nicht bestimmen 
la8t. Starke Anreicherung an Phosphat auf der Seite des Kolloids, aber 
keine solehe von HCQ,. 


Versuch 6. Es wurde eine bis zur Befreiung von Cl und Ca durch lang- 
dauerndes Behandeln mit kaltem destillierten Wasser gereinigte Gelatine, 
die mit 5 ccm n/10 NaOH auf 100-Lésung versetzt war, verwendet. Ansatz 
sonst wie Versuch 5, nur daB gegen 20 ccm einer 0,0035 n CaCl,-Lésung 
dialysiert wurde. 

















i a) Ohne Zusatz | b) Bicarbonat- || c) Phosphat- — d) Bicarbonats und 


zusatz zusatz Phosphatzusatz 
ohne mit ohne mit obne | mit “ohne | mit" 
Gelatine Gelatine Ee __ Gelatine | Gelatine 


pz .... 187 168 |e7 [70 |e9 |72 | 70 73 

Ca |. . ; |/0,0008| 0,022 0,0007 |0,0028 0.0004 | 0,0032| 0,000 0.0034 
ees aoa — 0.0120) 0,0190), 0,0105 090202 
HCO, “aaa onaee } asl “0.0028 0,000 cannes 0,003 0,005 


Ergebnis. Durchweg Ce: Anreieherwig auf der Seite des Kolloids, 
ebenso Phosphatanreicherung, dagegen keine Carbonatanreicherung. 
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Versuch 7. 30cem Iproz. Natriumecaseinat werden mit folgenden 
Zusitzen versehen: a) 3,0 Wasser, b) 1,5 cem 1n Bicarbonat, 1,5 Wasser, 
c) 1,5 Phosphatgemisch In p,, 7,7, 1,5 Wasser, d) 1,5 Bicarbonat und 
1,5 Phosphat wie oben. Die Proben werden zweimal 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur unter Toluol gegen 33 cem CaCl,-Lésung dialysiert. 





a) Ohne Zusatz b) Bidatbonet } c) Phosphat- I d) Bicarbonat- und 


zusatz zusatz ||  Phosphatzusatz 
ohne | mit “ohne mit ohne | mit | ohne mit 
Casein Casein | Casein | Casein 
i Eee Pes |7,1 756 ito 123 | 7,1 7,6 
CO Se he vied 0, eore 19, 0047 | 0,0059 0, 0015 0,0090 | 0,0028 0,007 1 
ee las — § 0,0038 | 0,0184 | 0,0014 = 00,0211 


BGs iid wens pe |0,0026. 00065 '— | — | 0003 00045 
Ergebnis. Calcium- und Phosphatanreicherung auf der Seite des Kolloids. 
Versuch 8. 20ccem Iproz. Eieralbuminlésung mit n/10 NaOH auf 


Py 8,4 gebracht, Zusatz der Salzlésungen wie Versuch 7, jedoch nur je 
leem, gegen 22 ccm CaCl,-Lésung dialysiert. 





a) Ohne Zusatz | ») Mendbenst> c) Phosphat: d) Bicarbonat- und 





zusatz } zusatz Phosphatzusatz 
“ohne | mit af obne | mt ohne | mit ohne | mit 
no Albumin ae Albumin j “Albumin 
Pa. 175 (179) (97) lea ia of a2 | Fuee al. 
Ca . . . . |0,0049 | 0.0053 | (0.0044 0.0052 | 0,0045 0.0050 0,0020 | 0,0055 
HPO,...]/ —/|— — ||0,0128 | 00179 0.0118 | 0,0211 
HCO,. |: || — | — |'0,0042/00080]) "— | '— | ooo | 0,000 


Ergebnis. Nur geringe Ca-Bindung auBer in Probe d), Phosphat sehr 
deutlich auf der Seite des Kolloids angereichert, Bicarbonat gréB8tenteils zu 
Verlust gegangen. 


Versuch 9. Angesetzt wie Versuch 8, jedoch mit héherer Ca-Konzen- 
tration. 





I Il a) Ohne Zusatz i a b) Bicarbonat- c) Phosphats d) Bicarbonat- und 








| i zusatz zusatz ___ Phosphatzusatz 
I —obne ‘| mit || _ ohne | mit || ohne | mit | ohne mit 
eee Eieralbumin eo) Ficralbumin oe sl poten 3 __ Eieralbuin 
eae 65 | 7,6 13° 175 7,3 | 7,5 7,4 7,7 
Rea | 0,006! | (0.0075 0,0055 0,0081 0.0030 | 0.0080. 0,0026 | 0,0086 
Sy ee — | 0,0087 | 0,0155) 0,0021 0.0205 
HCO, «ace — | wre 0 0042. 0 ,0095 na 25 | pate, - 8 | 0,0030 0,0060 


Ergebnis. Uberall deutliche Ca-Bindung, wie immer durch Phosphat 
verstirkt. Starke Phosphatretention auf der Seite des Kolloids, HCO, 
auch in diesem Versuche reduziert. 


Versuch 10. 30 ccm Iproz. Caseinnatrium mit a) 4 cem Wasser, b) 4 cem 
Bicarbonat 1n, c) 3cem Wasser, 1 ccm Phosphat wie oben, d) 4 ccm 
Bicarbonat und 1 ccm Phosphat versetzt und gegen je 34 ccm Calcium- 
chloridlésung dialysiert. 


28* 
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a) Ohne ‘Soe | “by Snaeaat c) Phosphats d) Bicarbonat- und 

zusatz _ zusatz _| Phosphatzusatz 

ohne | mit ohne mit | ohne | mit | ohne | mit 

Cmts Casein Casein Bit ~ Casein “aes 
Pu 168 |7,5 (73 17,7 1685 |72 | 7,2 1,5 

Ca ... . || 0,0067 0, eens 0, 0050 | 0, 0094 | 0 ,0020 0, 0051 0,0014 0,0070 
HPOQ,...})| — — |0; 0057 | 0, pit 0,0027 0,0158 
HCO, . | — | — |/0,0056| 0,0104\) ’— 00013 | 0,0015 


Ergebnis wie 9. 
Versuch 11. 20ccm 1 proz. Natriumcaseinat: a) mit leem, b) mit 
2cem In Bicarbonat versetzt und gegen 20 ccm CaCl, Dae dialysiert. 





* Mit 1 l ccm Bicarbonatlésung b) M Mit 2ccm Bicarbonatlésung 





ohne Casein | mit Casein | ohne Casein | mit ee 
a a ay oa ae aren ee ‘eee rere 
SERS ee Pen oe | 0, 0063 0,0085 | 0,0066 0,0095 
iG. | 0.0050 | 0.0055 | 0.0066 |  0,0090 


Ergebnis. Deutliche Ca-Bindung, HCO, stark reduziert. 


Zusammenfassung. 

Die bisher vorgebrachten Theorien tiber die normale Verkalkung 
im tierischen Gewebe werden besprochen und neue Versuche iiber 
die Ca-Bindung an Proteine mitgeteilt, die sich besonders mit der 
Frage des Verhaltens der Phosphate und Carbonate befassen. Der 
Vorgang der normalen Verkalkung stellt sich nach der Anschauung 
der Verfasser folgendermafen dar: 

1. Es kommt eine reversible Bindung von Ca-Ionen an die Gewebs- 
kolloide zustande, die auf einem Austausch von Na, K oder H-Ionen 
gegen Ca beruht. Die Reversion wird namentlich durch Produkte 
des EiweiBstoffwechsels bedingt. 

2. Bei herabgesetztem oder fehlendem Gewebsstoffwechsel bleibt 
die Bindung der Ca-Ionen bestehen und es erfolgen Reaktionen mit 
Phosphaten und Carbonaten, die zu Komplexverbindungen von Protein 
Ca, Phosphat und Carbonat fiihren. 

3. Die Menge der Carbonatverbindungen ist geringfiigig, weil 
die Proteine infolge ihrer bei den im Organismus gegebenen Reaktions- 
stufen sauren Eigenschaften aus Bicarbonat Kohlensiure freizumachen 
vermégen. Hierdurch kommt es zu einem Uberwiegen der Phosphate. 
Diese Verhiltnisse werden an Modellen beleuchtet. 

4, Aus den komplexen Verbindungen werden nachtraglich Calcium- 
phosphat und Carbonat abgespalten. 

5. Die nach der Abspaltung der Kalkphosphate und Carbonate 
freigewordenen Ca-bindenden Gruppen der Gewebsproteine fiihren den 
beschriebenen Vorgang von neuem herbei, wodurch ein Fortschreiten 
der Verkalkung bewirkt wird. 
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Einflu8 der Temperatur auf die Wirkung der Amylase. 
Die Wirkung der verzuckernden Kraft der Amylase. 


Von 
Tadeusz Chrzaszez. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie der Universitit Posen. ) 
(Eingegangen am 10. September 1923.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Allgemeines. 


In unseren friiheren Abhandlungen iiber die Amylase versuchten 
wir festzustellen, daB die Auflésung, Dextrinierung und Verzuckerung 
der Starke, welche wir unter EinfluB der Amylasenwirkung beobachten, 
von drei verschiedenen Kraften ausgeht, die in nicht gleichem Ver- 
haltnis zueinander stehen!), und auch, daB verschiedene Fraktionen des 
pflanzlichen Amylasenauszuges, welche wir durch Aussalzen bekommen, 
zeigen, daB die oben erwahnten Kriafte in verschiedenem Verhaltnis 
zueinander stehen?). Bei der Untersuchung der Amylase mu8 man 
also immer die drei verschiedenen Krafte beriicksichtigen; untersucht 
man aber eine von diesen Kriaften, so kann man das erhaltene Resultat 
nicht auf die ganze Wirkung, welche wir unter der Amylase zusammen- 
fassen, verallgemeinern. 

Die Wirkung der Enzyme ist, wie bekannt, von einer Reihe von 
Einfliissen abhangig, wie die Konzentration des Enzymes, die Kon- 
zentration der katalysierenden Substanz, die Produkte der Katalyse, 
die Alkalitét der Reaktion usw., wo die Temperatur auch einen groBen 
EinfluB hat. 

Charakteristisch fiir alle Enzyme ist ihre Empfindlichkeit gegen 
die Temperatur. Mit dem Steigen oder Fallen der Temperatur andert 
sich auch die Reaktionsgeschwindigkeit, also die Intensitat der Enzym- 
wirkung. Man hat auch friiher angenommen, daf die giinstigste 


1) T. Chrzaszcz, Wochenschr. f. Brauerei 80, Nr. 41—42, 1913. 
*) T. Chrzaszcz und K. Terlikowski, ebendaselbst 29, Nr. 41—44, 1912. 
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Optimumtemperatur der Enzymwirkung und auch die Maximum- 
temperatur eine besondere Grundlage zur Charakterisierung der einzelnen 
Enzyme geben. Eine nahere Betrachtung der Katalysatoren zeigte 
aber, das man die Bedeutung der Optimumtemperatur als Grundlage 
zur Charakterisierung der einzelnen Enzyme iiberschitzt hatte, denn 
diese Optima ergaben keine stabile Enzymwirkung, sondern nur relative, 
welche scharf abhangig von der Ausfiihrung der Enzymwirkung waren. 
Eine konstante Optimumtemperatur der Enzymwirkung existiert nach 
O. Rahn iiberhaupt nicht*). 


H. Euler verallgemeinert spaiter die oben erwihnte Ansicht, indem 
er in der Optimumtemperatur der Enzymwirkung zwei Einfliisse der Tem- 
peratur sieht, und zwar eine steigende und eine vernichtende Wirkung der 
Enzyme*). Daraus kénnte man schlieBen, daB8 das Optimum schon ein 
Resultat der Verminderung der Konzentration der katalysierenden Substanz 
(Enzym), infolge ihrer schon teilweisen Vernichtung durch diese Temperatur, 
ist. Oberhalb dieser Temperatur muB8 sich der Effekt der Enzymwirkung 
vermindern, denn die Menge des vernichteten Enzyms ist schon so groB, 
daB die Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit, die durch die héhere 
Temperatur bewirkt wird, nicht imstande ist, die Verminderung des Effekts 
der Enzymwirkung aufzuheben. Die durch die Temperatur bewirkte 
Zerst6rung einerseits und die Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit 
der Enzyme andererseits ist abhingig von Bedingungen, bei denen diese 
Reaktion stattfindet, und deshalb ist auch die Optimaltemperatur der 
Enzymwirkung schwankend, da sie von den oben erwaihnten Bedingungen 
abhingig ist, und obwohl man dieses Optimum bestimmen kann, ist es 
jedoch nur fiir diejenigen Bedingungen maBgebend, unter denen die Katalyse 
ausgefiihrt wird, und die genau anzugeben sind. O. Kompton findet aber 
fiir Amygdalin das Optimum der Temperaturwirkung bei 34°C, welches 
weder von der Enzymkonzentration noch von der Konzentration der 
katalysierenden Substanz abhangig ist*). Ahnlich gibt er an, daB das 
Optimum der Takadiastase bei 49°C liegt, ohne weder von der Amylase 
noch Starkekonzentration abhangig zu sein, dagegen aber von der Ionen- 
konzentration*). Huler aber wies nun darauf hin, daB diese interessanten 
Ergebnisse von Kompton keine allgemeine Giiltigkeit fiir die Enzymwirkung 
haben kénnen5). Schon diese Einschrankung Hulers wirft die Frage auf, 
wie sich die pflanzliche Amylase verschiedener Herkunft in dieser Beziehung 
verhalt. Wenn das Temperaturoptimum der enzymatischen Wirkung bei 
der Takadiastase als unverainderliche GréBe zu betrachten ist, so diirfte 
auch bei anderen pflanzlichen Amylasen, wie z. B. der Getreide, ein ahn- 
licher Temperatureinflu8 zu erwarten sein. 

Die bisherigen diesbeziiglichen Untersuchungen geben uns dariiber 
keinen geniigenden Aufschlu8. In der Literatur findet man tiber den 
Einflu8 der verzuckernden Wirkung der Amylase voneinander sehr ab- 
weichende Angaben betreffs Optimum- und Vernichtungstemperatur. 


1) O. Rahn, diese Zeitschr. 72, 351, 1915. 

*) H. Euler, Chemie der Enzyme 1920, 8. 196. 

3) O. Kompton, Annal. Inst. Pasteur 28, 866, 1915. 
4) Derselbe, Proc. Roy. Soc. London 88, 258, 1915. 
$) 1. c., 8. 197, : 
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A. Schwarzer findet, daB die giinstigste Wirkung der Gerstenmalz- 
amylase bei 50°C liegt, und daB ihr wiasseriger Auszug bei dieser Temperatur 
opalisierend sei. Bei kurzfristiger Amylasewirkung zeigt sich die ganz 
nahe unter 50°C stehende Temperatur noch giinstiger, bei 60°C kommt 
eine teilweise Vernichtung der Amylase, bei 65°C schon eine kriftige*). 
Zu ahnlichem Resultate kommen 19 Jahre spiter C.J. Lintner und 
F. Eckhart. Als giinstigste Temperatur fiir die verzuckernde Wirkung der 
Amylase geben sie 50°C an, bei 55°C finden sie eine kleine Abschwichung 
der Amylase, welche bei 62°C schon ziemlich bedeutend ist. Bei der Amylase 
des nicht gekeimten Getreides finden sie 50°C als sehr giinstig, doch halten 
sie 45 bis 50°C fiir noch giinstiger?). C.J. Lintner macht gleichzeitig auf- 
merksam, da die Jodmethode zur Bestimmung der Amylase keine genauen 
Resultate gibt*). Fast gleichzeitig stellen Brown und Morris fest, daB 
50 bis 55°C die giinstigste Temperatur fiir die verzuckernde Wirkung der 
Gerstenmalzamylase ist; fiir die Amylase der ungekeimten Gerste liegt 
dieser Punkt um 5°C niedriger*). 

Petzold nimmt etwas breitere Skalen der Temperatur der Amylase- 
wirkung. Als giinstigste der verzuckernden Wirkung findet er 49°C, bei 
57°C ist die Amylase noch nicht abgeschwicht, erst bei 61°C ist dieses 
der Fall5). Miiller-Thurgau studierte die Abhiangigkeit der Amylase- 
wirkung bei verschiedenen Temperaturen und findet den Effekt der ver- 
zackernden Wirkung bei 0°C = 7, bei 10°C = 20, bei 20°C = 38, bei 
30°C = 60, bei 40°C = 98°). K. Mohs gibt 52°C als die giinstigste der 
verzuckernden Wirkung der Amylase an’). Unsere friiheren Unter- 
suchungen tiber die Malzamylase, bei denen wir den EinfluB jede 5°C beob- 
achteten, gaben uns 50 bis 55°C als die giinstigste Temperatur der ver- 
zuckernden Wirkung, 45°C zeigte sich aber fast ebenso gut®). Lindet hilt 
55°C als die giinstigste Temperatur fiir die verzuckernde Wirkung der 
Amylase®). F. Davis und R. Ling finden, daB die Amylase, erwarmt auf 
eine Temperatur, die iiber 55°C liegt, schon schwicher wirkt'®). 

Niedrigere Temperaturen als Optimum der verzuckernden Wirkung 
der Amylase gibt L. Brasse an, indem er 42°C als die giinstigste Temperatur 
fiir die Gerstenmalzamylase annimmt"). G@. Doby gibt fiir Kartoffelamylase 
40°C als die giinstigste an'*). H. Liters und W. Wasmund halten 40 bis 45°C 
fiir die beste Temperatur!*). G.Tammann findet die Temperaturen tiber 
50°C als abschwichend wirkende auf die Amylase, 80°C als die Vernichtungs- 
temperatur). Sehr niedrige Temperatur als giinstigste fiir die Amylase- 


1) A. Schwarzer, Journ. prakt. Chem. 1, 212, 1870. 

2) C. J. Lintner und F. Eckhart, ebendaselbst 20, 91, 1889. 
3) C. J. Lintner, ebendaselbst 17, 378, 1886. 

*) Brown und Morris, Journ. Chem. Soc. 57, 507, 1890. 

5) Petzold, Zeitschr. f. Spiritusind. 18, 89, 1890. 

6) Miiller-Thurgau, Landwirtsch. Versuchsstat. 16, 273. 

7) K. Mohs, Zeitschr. ges. Getreidew. 1920, S. 113. 

%) 7. Chrzaszcz, Zeitschr. f. Spiritusind. 82, Nr. 45, 1909. 
®) Lindet, C. r. 182, 261, 1901. 

10) F, Davis und R. Ling, Journ. Chem. Soc. 85, 16, 1904. 
11) L. Brasse, C. r. 100, 456, 1885. 

12) G. Doby, diese Zeitschr. 67, 166, 1914. 

13) H. Liters und W. Wasmund, Fermentforsch. 3, 21, 1922. 
4) G. Tammann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 16, 271, 1892. 
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wirkung gibt HE. Ernstrém an. Nach seinen Untersuchungen wird ein 
pflanzlicher Amylaseauszug nach einstiindigem Erwiarmen bei 45°C ab- 
geschwicht. Diese Abschwichung der Amylase ist bei 50°C schon sehr 
kraftig; ihre Vernichtung soll bei 60°C stattfinden. Bei 54 bis 56°C soll 
die Amylase an Wirkung schon so weit eingebiiBt haben, daB der Effekt 
der Verzuckerung der Starke auf die Halfte des Betrages fallt, ein Wert, 
welcher dem bei 37°C gefundenen entspricht'). Grofe Empfindlichkeit 
der Amylase auf die héhere Temperatur findet Wijsmann. Er nimmt an, 
daB die Amylase aus zwei besonderen Enzymen besteht, von denen das 
eine, das er Maltase nennt, schon bei 55°C zugrunde geht, waihrend das 
andere, das er Dextrinase bezeichnet, einem 10 Minuten langen Anwaérmen 
bei 75°C standhalt?). W. Syniewski nimmt ebenfalls an, da Gerstenmalz- 
amylase aus zwei Enzymen besteht, von denen die «-Amylase in 20 Minuten 
bei 60°C, die f-Amylase dagegen erst bei 80°C ihre Wirkung verliert’). 
H. Seyffert halt die Amylase aus drei amylolytischen Enzymen zusammen- 
gesetzt. Das eine der Enzyme, das verzuckernd auf Erythro- und Malto- 
dextrin wirkt, wird bei 57°C abgeschwicht, waihrend die beiden anderen 
ungefahr bei derselben Temperatur gerade ihre optimale Wirkung zeigen ‘). 
Noch héhere Temperaturen fiir die verzuckernde Wirkung, 50 bis 60°C, 
geben F. Masculus und D. Gruber an*). 60°C nimmt M. Maercker als die 
giinstigste Temperatur fiir die Verzuckerung der Stiarke*). Ebenso 
K. Zulkowski und B. Franz’). Kjeldahl halt Temperatur 63°C als die 
ginstigste fiir die verzuckernde Wirkung der Gerstenmalzamylase, auch 
soll langeres Halten bei 55°C die Amylase nicht beschidigen®). Die héchste 
Temperatur, 75°C, fiir die optimale Wirkung der Amylase gibt K. Lecog 
an*). Fiir Hafermalzamylase nimmt Szilagyi 50°C als die giinstigste Tem- 
peratur fiir die verzuckernde Wirkung an und bezeichnet 40 bis 60°C als 


schon weniger giinstig’®). Im Gegensatz zu diesem halt P. Klempin 40 bis . 


70°C als gleich gut fiir die Haferamylase und 90 bis 95°C fiir die Vernichtungs- 
temperatur!), Die Reaktion dieser besonders hohen Temperaturen wurde 
nach der Jodmethode von Wohlgemuth ausgefiihrt }*). W. Schmidt behauptet, 
daB, abgesehen von Papajotyn, das Optimum der Enzymwirkung 60°C 
nicht tiberschreitet}*). 


Aus der Zusammenstellung der Literatur tiber die Optimal- 
temperatur der verzuckernden Wirkung der pflanzlichen Amylasen 
geht hervor, daB die Verfasser dieselbe sehr verschieden annehmen, 
nimlich 40 bis 75°C, fiir die Vernichtungstemperatur 54 bis 95°C. 


1) E. Ernstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 190, 1922. 
*) Wijsmann, Rec. trav. Chem. 9, 1, 1890. 

3) W. Syniewski, Roezniki Chem, 2, 38, 1922. 

4) H. Seyffert, Zeitschr. f. ges. Brauw. 21, 633, 1898. 

5) F. Masculus und D. Gruber, Zeitschr. f. physiol. Chem. 2, 177, 1878. 
8) M. Maercker, Naturforsch.-Vers. Miinchen 1877, 8. 222. 

7) K. Zulkowski und B. Franz, Ber. Osterr. Ges. 1894, S. 120. 
8) Kjeldahl, Medd. Carlsberg-Lab. 1879, S. 2. 

®) HK. Lecog, Journ. pharm. chim. 25, 18, 1922. 

10) Szilagyi, Zeitschr. f. ges. Brauw. 14, 258, 1891. 

1) P, Klempin, diese Zeitschr. 10, 204, 1908. 

12) Wohlgemuth, ebendaselbst 9, 1, 1908. 

18) W. Schmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 314, 1910. 
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Nicht nur die friiheren Arbeiten, sondern auch die der letzten Zeit 
zeigen eine groBe Abweichung in der entsprechenden Temperatur. 

Wir erwahnen hier nur die Arbeiten H. Liiers’ und W.Wasmunds 
oder E. Ernstréms einerseits und P. Klempins und K. Lecogs anderer- 
seits, die groBe Unterschiede in der Optimaltemperatur aufweisen. 
Ebenso differieren die Zahlen der Vernichtungstemperaturen von 
E. Ernstrém gegen die von P. Klempin und W. Syniewski. Die Unter- 
schiede zeigen, da die Optimal- und Vernichtungstemperatur der 
Amylase entweder als feste Werte nicht existieren und nur von Be- 
dingungen der Wirkung und Bestimmung abhiingig sind, oder die 
hier angenommenen Methoden sind verschieden und fiihren dann 
nicht zu gleichen und genauen Resultaten. Wenn wir sogar nach Euler 
annehmen, daB eine optimale Wirkung als fester Wert nicht existiert, 
so ist schwer anzunehmen, dafi die Unterschiede dennoch so groB sind, 
wie sie die Literatur aufweist. 

In der Tat hat man zur Bestimmung der optimalen Temperatur 
der Amylasewirkung zwei Methoden verwendet. Die einen Verfasser 
haben den Einflu8 der Temperatur auf die Amylasewirkung durch 
das Feststellen des unter diesen Bedingungen entstehenden Zuckers 
bestimmt, die anderen dagegen verwendeten die Jodreaktion, die das 
Vorhandensein der Dextrine feststellt. Diese verschiedenen Methoden 
miissen also zu so ungleichen Resultaten, die wir in der Literatur finden, 
fiihren. Aus diesem Grunde ist es notwendig, den Einflu8 der Tem- 
peratur auf die verzuckernde Wirkung der Amylase, bei Bestimmung 
der Zuckermenge, nach neuester Methode festzustellen. Unsere Unter- 
suchungen sollten festlegen : 

1. Welche Temperatur kann man als die giinstigste fiir die ver- 
zuckernde Wirkung der pflanzlichen Amylase (der gekeimten Getreide) 
annehmen ? 

2. Ist diese giinstigste Temperatur ein relativer Wert, wie Euler 
annimmt, oder ein fester nach O. Kompton ? 

3. Bei welcher Temperatur fingt die Abschwichung der Amylase 
an und bei welcher findet eine vollstindige Abtétung statt ? 

4. Verhilt sich die pflanzliche Amylase verschiedener Herkunft 
unter dem Einflu8 der Temperatur gleich oder verschieden und wie weit ! 


Experimenteller Teil. 
Das Feststellen der giinstigsten Temperatur der Amylasewirkung. 


Die Untersuchungen iiber den Einflu8 der Wasserstoffionenkonzen- 
trationen, auf Grund der ausgearbeiteten Methoden von Sorensen und 
Michaelis fiihren zur Feststellung der Abhingigkeit der Enzymwirkung 
von der Ionenkonzentration ; ebenso auch, da8& fiir jedes Enzym eine optimale 
Ionenkonzentration existiert, bei der die Wirkung des Enzyms am giinstigsten 





422 T. Chrzaszez: 


verliuft. Alle Untersuchungen iiber die Enzymwirkung sollten daher bei 
dieser optimalen Ionenkonzentration durchgefiihrt werden. 

L, Adler findet dieses Optimum der Wasserstoffionenkonzentration 
fiir die verzuckernde Wirkung der Amylase bei p, = 4,87 und fiir die 
dextrinierende Wirkung (Jodreaktion) py = 4,6 bis 5,21). H.C. Shermann 
und A. W. Thomas nehmen etwas niedrigere Ionenkonzentration fiir die 
Malzamylase und finden ihr Optimum bei py, = 4,2 bis 4,67). Im Jahre 1917 
geben H. C. Shermann und J. A. Walker das Optimum bei py = 4,4 an?). 
Zwei Jahre spiter wiederholen H.C. Shermann, A. W. Thomas und 
M.C. Baldwin die Untersuchungen iiber die Amylase und finden das 
Optimum der Wasserstoffionenkonzentration bei py, = 4,4 bis 4,5¢). 
H. Euler und O. Swanberg sehen das Optimum der Malzamylase bei p,, = 55), 
A. Hahn bei py = 4,7 bis 4,9°%). H. Liters und W. Wasmund stellen das 
Optimum fiir die Amylase bei py, = 4,9 fest, wobei die gréBte Widerstands- 
fahigkeit gegen die vernichtende Wirkung der Temperatur bei py = 5 
zu finden ist’). 

Auf Grund des eben Angefiihrten haben wir bei unseren Untersuchungen 
als Optimum fiir die Amylasewirkung die Wasserstoffionenkonzentration 
Py = 4,9 angenommen. 

Zunichst war die Zubereitung entsprechender Starke notwendig. 
Zu diesem Zwecke wurde die Superior-Kartoffelstarke verwendet, welche 
im Laboratorium durch Dekantierung mittels destillierten Wassers ge- 
reinigt wurde; zur Untersuchung wurde derjenige Starketeil genommen, 
der sich bei 15cm Wasserhéhe nach 3 bis 33 Minuten abgesetzt hatte. 
Der erste Teil, welcher sich nach 3 Minuten absetzte und sandige Verun- 
reinigungen enthielt, und auch der nach 33 Minuten abgesetzte, von kleinen 
Starkekérnern und pflanzlichen Fasern verunreinigte, wurden beide nicht 
verwendet; der mittlere Teil wurde weiter durch Dekantierung gewaschen, 
bis man ein einheitliches Material bekam, welches gewohnlich bei der 
zehnten Dekantation der Fall war. Die so gewonnene Starke wurde nach 
Lintners Methode als ,,lésliche Starke‘ dargestellt und so verpuffert, daB 
ihre 2proz. Lésung eine Wasserstoffionenkonzentration p,, = 4,9 zeigte. 

Zur Untersuchung wurde die pflanzliche Amylase, und zwar die Malz- 
amylase von Roggen, Weizen, Gerste, Hafer, Buchweizen, Land- und 
afrikanischer Hirse und amerikanischem Mais, genommen®), 

Das gewaschene Getreide wurde in emaillierten GefaBen, bei einer 
Temperatur 15°C nicht tibersteigend, 16 Tage gemilzt. Wahrend dieser 
Zeit hatte man, in Abstainden von einigen Tagen, einen Teil des Malzes 
genommen, um die Amylase der verschiedenen Stadien des Getreidekeims 
zu priifen. Mit Ausnahme des Buchweizens wurden von jedem Getreide 


1) L. Adler, diese Zeitschr. 77, 146, 1916. 

2) H.C. Shermann und A. W. Thomas, Journ. Amer. Chem. Soc. 37, 
623, 1915. 

3) H.C. Shermann und J. A. Walker, ebendaselbst 89, 1476, 1917. 

4) H. C. Shermann, A. W. Thomas und M. C. Baldwin, ebendaselbst 41, 
231, 1919, 

5)‘ H, Huler und O. Swanberg, Wochenschr. f. Brauerei 88, 111, 1921. 

6) A. Hahn, Zeitschr. f. Biol. 74, 217, 1922. 

?) H. Liters und W. Wasmund, Fermentforsch. 5, Nr. 3, 1922. 

8) Die afrikanische Hirse wurde durch Gefilligkeit der Firma A. Rogo- 
zinski, Hamburg, zugesandt. 
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zwei bis drei Sorten untersucht. Die Proben des Malzes wurden bei 
Zimmertemperatur ausgebreitet, vorgetrocknet und im Lufttrocken- 
schranke dann bei 45 bis 50°C weiter getrocknet. Das so getrocknete 
Malz wurde in geschlossenen GefaiBen gehalten und je nach Gebrauch 
gemahlen. 

Es war eine weitere Frage, was fiir eine Amylase zur weiteren Unter- 
suchung zu nehmen war, eine nach Moéglichkeit gereinigte — oder eine 
Rohamylase in Form wisserigen Malzauszuges ? Zur Annahme des letzteren 
sprach die Ansicht dahin, da®B man sich in obiger Hinsicht erst tiberzeugen 
miiBte, wie sich die Rohamylase verhalt, um erst dann zum gereinigten 
Praparat iiberzugehen. Unsere Untersuchungen iiber den Einflu8 ver- 
schiedener Chemikalien auf die Amylase zeigten, daB alle bisher angewendeten 
Chemikalien zur Reinigung der Amylase gleichzeitig abschwiichend in 
groBerem oder kleinerem MaBe auf dieselbe wirkten*). 

Der Malzauszug wurde durch 60Minuten langes Schiitteln mit 
destilliertem Wasser hergestellt und dann bis zum vollstandigen Klar- 
werden filtriert. Die Malzausziige waren 10proz. und wurden am selben 
Tage verwendet. 

Zur Feststellung des Einflusses der Temperatur wurde Ostwalds 
Thermostat genommen, der mit einer elektrischen Mischvorrichtung und 
einem Toluolregulator versehen war. Temperaturen wurden durch Normal- 
thermometer nach Beckmann bzw. durch Thermometer in !/,,°C geteilt, 
die mit dem Normalthermometer iibereinstimmten, gehalten. Der 
Thermostat halt die Temperatur mit einer Genauigkeit + 0,1°C. 

Der Gang der Untersuchung war folgender: Die lésliche Starke wurde 
in einem mit destilliertem Wasser versehenen Jenaer Glaskolben zu einer 
2proz. Lésung vermengt, gut durchgemischt, in ein kochendes Salzbad 
von 105°C hineingestellt und so lange gehalten, bis die Temperatur im Kolben 
auf 98°C stieg und sich die Fliissigkeit klarte (leichte Opalisation), die Zeit- 
dauer des Kochens betrug etwa 6 Minuten. Die Starke wurde dann auf 
15°C abgekiihlt und mit einer gepriiften Pipette je 100 cem der Fliissigkeit 
auf eine Reihe von Jenaer, 300 ccm fassenden Glaskolben verteilt. 

Gelangte der Thermostat auf eine zur Priifung bestimmte Temperatur, 
so wurden die mit Starke gefiillten Kolben 30 Minuten lang im Thermostaten 
gehalten, um die Temperatur desselben anzunehmen, welches bereits schon 
nach 20 Minuten der Fall war. Die Richtigkeit der Starketemperatur 
wurde durch ein weiteres Thermometer nachgepriift. Nach 30 Minuten 
wurden mittels einer genauen Pipette 5ccm des untersuchten Malzauszuges 
zugesetzt und bei der betreffenden Temperatur 15 Minuten lang gehalten, 
und durch ein leichtes Umschwingen des Kolbens wurde alle 3 Minuten 
sein Inhalt durchgemischt. Die Zeit wurde mittels einer Stoppuhr bestimmt. 
Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Amylase durch Zusatz von 5 Tropfen 
30proz. Natronlauge abgetétet, dann der Kolben herausgenommen und 
auf 15°C abgekiihlt, dann der Inhalt in einen 500-cem-MeBSkolben um- 
gegossen und bis zur Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Nach 
gutem Durchmischen wurden 20ccm Fliissigkeit zur Zuckerbestimmung 
nach Bertrand herausgenommen. 

Die 15 Minuten lange Wirkung der Amylase haben wir auf. Grund 
folgender Untersuchungen angenommen. Es handelte sich um Feststellung 


1) T. Chrzaszcz und A. Joszt, diese Zeitschr. 80, 211, 1917. 


















































424 T. Chrzaszcz: 


der groBten Differenz bei verschiedener Zeitdauer von je 1°C bzw. 5°C. 
Zu diesem Zwecke haben wir die Temperaturen 55, 60 und 65°C angenommen, 
bei welchen die Amylase in 2proz. Starkelésung nach 10, 20 bzw. 30 Minuten 
die groBte Verzuckerung gibt. 


Erhaltene Zuckermenge, ausgedriickt in Kubikzentimeter KMn0Q,. 





Temperatur Die Zeit der Wirkung nach 
°C 10 Minuten | 20 Minuten | 30 Minuten 
55 | 5,20 5,70 6,10 
66 4,95 5,50 5,90 
ome Fr Se 4.70 


Aus dem Vergleiche der erhaltenen Resultate zeigt sich, daB bei obigen 
Grenzen die langere Zeitdauer der Amylasewirkung keine gréBerenUnter- 
schiede des Effekts der Enzymwirkung bei den einzelnen Temperaturen 
gibt. Wir haben nun, um an einem Tage mehr Bestimmungen ausfiihren 
zu konnen, die Amylasewirkung auf 15 Minuten beschrankt. 


Nach Zusatz von 5ccm wisserigen Malzauszuges zu 100 ccm ange- 
wirmter Starke fallt ihre Temperatur bei niedrigen Graden (bis 60°C) 
um etwa 1°C, bei hédheren um etwa 2°C. Der Ausgleich der Starke- mit der 
Thermostatentemperatur, nach Zusatz von obigen 5ccm Malzauszug, 
geschieht nach 4 Minuten. 


Zur Abtétung der Amylase wurde Natronlauge verwendet, und um 
die Abtétung festzustellen, hat man Versuche mit 5proz. Cyankali, 10proz. 
Oxalsiure, 74% proz. Sublimat, 40proz. Kupfersulfat und 30proz. Natron- 
lauge vorgenommen. Nach 30 Minuten Einwirkung der Amylase bei 55°C, 
versetzt mit obigen Giften, hat man die Zuckermenge bestimmt. 


Zuckermenge, ausgedriickt in Kubikzentimeter KMnQ,. 


Starke + 5ccm Malzauszug + 3Tropfen KCN. . 4,80 
ge Beg, ”» +3 (COOH), . 1,35 
is a 5 °° ’ + 3 ” HgCl, a a 1,20 
” + 5 ” ” + 3 99 CuSO, ° 1,75 
oo he yy, ” + 3 ” NaOH .. 1,20 


Von diesen Giften zeigten sich als die besten Sublimat und Natronlauge, 
und deshalb wurden weitere Versuche mit verschiedenen Mengen dieser 
beiden Chemikalien gemacht. 


Zucker, ausgedriickt in Kubikzentimeter K MnQ,. 
Starke + 5ccm Malzauszug+ 1 Tropfen NaOH . . 1,30 


” + 5 ” ” + 2 ” ” ee 1,25 
9 +5,, ” +3 ” ” Werrtes Fe 
on AB ee ”» Seis * 1h 380 
29 +5,, 9 +3 ” HgCl, site ie 1,20 


BT + 5 °° 9? + 1 > > ° m 1,20 
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Obwohl sich das Sublimat als starkstes Gift zeigte, so wurde doch 
Natronlauge vorgezogen, um keine fremden Substanzen bei der, Zucker- 
bestimmung nach Bertrand einzufiihren. Die Bestimmung des Zuckers 
wurde nach Bertrands Methode ausgefiihrt'), mit diesem Unterschiede, 
daB das Permanganat doppelt verdiinnt war, d. h. 21% g auf 1 Liter, wodurch 
eine gréBere Scharfe der Bestimmung erreicht wurde. Die Genauigkeit 
der Bestimmung wurde in Grenzen + 0,05 cem so verdiinnten Permanganats 
angenommen. 


Die Untersuchungen tiber Amylasewirkung hat man entweder in einer 
Serie von zehn Bestimmungen verschiedener Temperaturen zur Feststellung 
der giinstigsten Wirkung, ausgefiihrt, oder in einer Reihe von Serien, die 
zu einer breiten Skala der Amylasewirkung diente bzw. um die Grundlage 
zum Erhalten der Kurve der Amylasewirkung bei verschiedener Temperatur 
festzustellen. Handelte es sich um eine breite Skala, so hat man zuerst 
in einer Serie den Einflu8 je 5°C der Amylasewirkung ausgefiihrt, und dann 
erst, in weiteren Serien, den Einflu8 in der Nahe der giinstigsten Temperatur, 
ebenso auch tiber und unter derselben. Die einzelnen Serien miissen mit 
ihren identischen Zahlen ineinandergreifen, eventuell nur mit einem Unter- 
schiede von 0,1¢ mKMnOQO,. Da die gewonnenen Zahlen von den Kriften 
des Malzauszuges abhingig sind, so muBte man einige Male dieselbe Serie 
wiederholen, um die richtige Reihenfolge mit gleichen Zahlen zu bekommen. 
Daraus ergab sich zwar mehr Arbeit, aber man erzielte scharf kontrollierte 
Zahlen. Ausfiihrliche Untersuchungen, die wir hier nicht angeben, haben 
uns tiberzeugt, daB genaue Zahlenresultate nur mit frischem Malzauszuge 
zu bekommen waren. Die Einfiihrung der antiseptischen Mittel zur Amylase- 
lésung, die wir bei den Untersuchungen von verschiedenen anderen Ver- 
fassern finden, fiihrte, infolge der abschwichenden Wirkung der Anti- 
septika auf die Amylase, besonders bei héheren Temperaturen, sehr leicht 
zu ungenauen Resultaten (siehe Tabelle auf folgender Seite). 


Aus obigen Zahlen geht hervor, da die giinstigste Temperatur der 
verzuckernden Wirkung der Roggenmalzamylase 49 bis 55°C ist. Mit 
hdherer Temperatur kommt eine kleine Abschwiichung, von 58°C an eine 
etwas kriftigere und von 60°C aufwirts schon ein starkes Fallen der ver- 
zuckernden Wirkung der Starke. Bei 45°C ist die verzuckernde Wirkung 
nur etwas schwicher als bei der Optimaltemperatur. 


Die scheinbare ,,Abtétung** der verzuckernden Wirkung liegt bei 83°C. 
Da aber bei Zusatz von 5ccm Malzauszug zur angewirmten Stirke ihre 
Temperatur um 2°C fallt, und auBerdem die Amylase augenblicklich zu 
wirken anfiaingt, so findet tatsiichlich eine Einwirkung der Amylase statt 
ehe die Vernichtungstemperatur erreicht ist. Es ist daher anzunehmen, 
daB die Vernichtung der Amylase bei einer viel niedrigeren Temperatur 
erfolgt, was iibrigens die folgenden Untersuchungen bestitigen und auch 
aus der auf Grund der erhaltenen Zahlen konstruierten Kurve deutlich 
zu ersehen ist. 


Die gewonnene Amylase von verschiedenen Arten des Roggens, und 
auch die einzelnen Stadien ihrer Vermalzung, also die Wasserausziige mit 
verschiedener Amylasekonzentration, verhalten sich bei derselben Tem- 
peratur gleich, wenn die Amylasekonzentration in entsprechendem Ver- 
haltnisse zu der Starkemenge steht (schwache Amylasekonzentration). 


1) T. Chrzaszcz und A. Josz, diese Zeitschr. 80, 211, 1917. 
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Die Amylase des Roggenmalzes. 





| Roggenmalz 
Temperatur der =-————— — - —~ ——_——- 
: Nr. 1 Nr. I Nr. 2 Nr. 2 
Amylasewirkung || nach 5 Tagen nach 16 Tagen nach 3 Tagen nach 16 Tagen 
oc 
. Verzuckernde Kraft ausgedriickt in com K MnO, 
20 - 8,80 —- 8,50 
5 is 10,60 = 10.95 
30 = 11,80 oo 12,50 
5 oo 12,70 — 13,50 
40 — 13,35 —- 14,15 
5 6,85 13,70 4,70 14,55 
7 -= 13,80 _ a 
8 7,00 13,80 4,80 14,65 
9 7,05 13,85 4.85 14,70 
50 — 13,85 — iad 
2 7,05 13,85 4,85 14,70 
4 —_ 13,85 _ _— 
5 7,05 13,85 4,85 14,70 
6 7,00 13,80 4,80 14,65 
7 7,00 13,75 a ah 
8 6,90 13,70 4,75 14,55 
9 — 13,55 a = 
60 6,45 13,30 4,45 14,10 
5 4,80 10,90 3,50 10,90 
70 ait 7,15 2.50 7.20 
5 — 3,50 oa 3,60 
80 on 1,00 ses 1,10 
3 -— 0,20 — 0,20 
5 i 0,00 vs 0,00 


Starkekontrolle + | 
BL Pago + | 
— 1. ae 1,50 0,85 1,70 
Der Geschwindigkeitskoeffizient der Reaktion, aus der Kurve berechnet, 
zeigte fiir K. 10°: 


>, a ae remnerpe wrateapeaty aes Fy 
6S oe ee oe Sei a 
2, ee arene 2 
WOO 3 ee as te 


Die Weizenmalzamylase zeigte ebenso wie Roggenmalz 49 bis 55°C 
als die giinstigste Temperatur der verzuckernden Wirkung. Oberhalb 
dieser Temperatur zeigte sich bereits eine kleine Abschwachung, von 59°C 
an eine etwas kraftigere, und von 60°C ab war bereits eine sehr starke 
Abnahme der verzuckernden Wirkung. Die Temperaturen 40 bis 49°C 
sind nur etwas weniger giinstig als die optimale, deswegen zeigte sich die 
Skala der giinstigsten Temperatur der Weizenmalzamylase viel breiter 
als die des Roggenmalzes. 

Die Amylasewirkung bei der Optimumtemperatur ist unabhingig von 
der Konzentration der Amylase (bei schwacher Konzentration), auch von 
der Art des Weizens und der Stadien ihrer Vermalzung. Auch in anderer 
Beziehung verhialt sich die Weizen- ahnlich der Roggenamylase. 


1) Die bei der Kontrolle gewonnenen Zahlen sind schon bei obigen 
Zahlen beriicksichtigt (subtrahiert). 
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Die Weizenmalzamylase. 





Weizenmalz 
‘ Nr. I Nr. 2 Nr. 2 Nr. 2 
Amylasewirkung nach 14 Tagen nach 3 Tagen nach 14 Tagen nach 16 Tagen 
6C 


Temperatur der 


Verzuckernde Kraft ausgedriickt in ccm K MnQ, 


to 
oac 


6,45 6,65 

8.70 8,90 
10,30 10,50 
11,00 11,30 
11,30 : 11,65 
11,45 . 11,75 
11,50 11,80 
11,50 : 11,80 
11,55 Li 11,85 
11,55 — 


w 


11,85 


11,55 
11,55 : 11,85 
11,50 5, 11,80, 


11,70 

11,55 
9,35 
6.25 
3.10 
1,00 
0,20 
0,0 


1 


awSasanSscntocaumenweSowuH8M de 


Starkekontrolle + 
5cecm Auszuy + 


5 Tro ae 1.05 1.50 1.60 
Der Geschwindigkeitskoeffizient der Reaktion, aus der Kurve berechnet, 
zeigte fiir K. 10°: 
gg RG aa ae Se me 
Be oo ee hee eee 
BN ie Se aa 
I Sey 
nee 
ig iOS 0s a ea ee 


Die giinstigste Temperatur fiir die verzuckernde Wirkung der Gersten- 
malzamylase ist 49 bis 54°C, also ahnlich der Amylasen der schon be- 
sprochenen Getreide. Die Skala der giinstigsten wie auch der noch giinstigen 
Temperatur ist hier etwas kiirzer, sonst zeigt diese Amylase sich der Roggen- 
malzamylase am ahnlichsten, obwohl ihre Empfindlichkeit der Temperatur 
gegeniiber etwas grdBer ist. 


1) Die bei der Kontrolle gewonnenen Zahlen sind schon bei obigen 
Zahlen beriicksichtigt (subtrahiert). 
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Die Gerstenmalzamylase. 





Gerstenmalz 





ee tas Nr. 1 Nr. 1 Nr2 | Nr3 
Amylasewirkung | nach 3 Tagen | nach 5 Tagen | nach 14 Tagen | nach 14 Tagen nach 16 Tagen 
bas Verzuckernde Kraft ausgedriickt in com K MnO, 
| | 
20 jon — | 46 | 49 | — 
25 a —_ 5,65 | 6,70 — 
30 — oo 7,00 | 8,50 10,10 
35 — a 830 | 9,85 —_ 
40 3,30 4,80 9,25 | 10,70 13,50 
45 3,85 5,15 9,90 11,35 14,30 
47 3,95 = 10,00 11,50 _— 
48 4,00 5,30 10,05 11,55 14,55 
49 4,05 5,35 10,10 11,60 14,60 
51 4,05 5,35 10,10 11,60 14,60 
53 = — 10,10 oo — 
54 4,05 5,35 10,10 11,60 14,60 
55 4,00 5,30 10,05 11,55 14,55 
56 oo — 10,00 — 14,50 
57 os — 9,95 -— — 
58 — 5,20 9,90 11,40 — 
59 oo a 9,70 oo mo 
60 3,55 4,90 945 | 10,95 13,65 
65 oo -— 6,70 | 8,00 10,75 
70 — oe 3,80 | 5,00 6,00 
75 a oa 1,55 2,05 a 
80 oo a 0,20 =| 0,20 ca 
83 wee 1 cae ek ee a 
Starkekontrolle + | 
sam Aneens | 
“as | Om O06 i tm ies 38 1,75 


Auch finden wir bei der Gerstenmalzamylase in Grenzen der unter- 
suchten Enzymkonzentration keinen Unterschied des Temperatureinflusses 
bei den verschiedenen Arten der Gerste und der einzelnen Stadien ihrer 
Vermialzung. 

Die Resultate der Untersuchungen stimmen mit den Beobachtungen 
von C.J. Lintner und F. Eckhart aus dem Jahre 1886 fast iiberein ”). 

Der Geschwindigkeitskoeffizient, aus der Kurve berechnet, zeigte fiir 
K. 106°: 


OR i ea ee ck ee 
ORs ace a se 
WS ec Se a) 
ee ee es a se ee 


Die giinstigste Temperatur fiir die verzuckernde Wirkung der Hafer- 
malzamylase liegt bei 51 bis 53°C, zeigt also eine viel kiirzere Skala als die 
friiheren Amylasen. Eine starke Abschwachung der verzuckernden Wirkung 
fangt mit 55°C an, auch die Temperaturen, die unter 47°C liegen, sind schon 
wenig giinstig. Die Hafermalzamylase ist also sehr empfindlich, was in 


1) Die bei der Kontrolle gewonnenen Zahlen sind schon bei obigen 
Zahlen beriicksichtigt (subtrahiert). 
%) le. 
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Za 
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Die Hafermalzamylase. 





i] Hafermalz 
Temperatur der | — 
, Nr. 1 | Nr. 1 Nr. 2 Nr. 2 
Amylasewirkung | nach 5 Tagen | nach 16 Tagen nach 10 Tagen nach 16 Tagen 
oc hocks soa Shab xt coche = 
. i} Verzuckernde Kraft ausgedriickt in ccm K MnO, 
20 _ 1,15 | — eS 
25 } —_ 1,75 —_ 2,80 
30 | — 2,45 -- 3.60 
35 _ 3,20 — 4,30 
40 2,20 3,95 _ 5,00 
45 2,60 4.60 4,15 5,60 
47 | — 4,80 | — 5,85 
48 _- — — a 
49 — 5,C0 - 6,10 
50 3,00 5,05 4,55 6,15 
51 3,05 5,10 4,60 6,20 
52 —_ 5,10 = a 
53 — 5,10 4,60 6,20 
54 — 5,05 ae 6,15 
55 | 280 4.95 4,40 6.05 
56 _— _ _ _ 
57 —_ 4,65 — 5,65 
58 | —_ —_ — -- 
59 | — — a | — 
60 2,10 4,20 3,65 | 5,00 
65 1,40 3,30 | 2,70 | 3,95 
70 0,90 2,35 1,75 2,75 
75 — 1,30 oe 1,50 
80 | 0,18 0,45 015 | ~~ 
83 | —- 0,10 = 0,10 
— 0,0 -- 0,0 


Stairkekontrolle + 
2.cin Auszug + 
5Tropfen Natron: 


auge ') 0,60 1,45 0,75 1,50 
scharfem Widerspruche mit den Angaben von P. Klempin steht ?), dagegen 
aber mit den Beobachtungen von Szilagyi ziemlich iibereinstimmt*). 

Andere Angaben des Einflusses der Temperatur und auch die Unab- 
hingigkeit der Amylasewirkung der verschiedenen Haferarten und der 
Grad ihrer Vermilzung (schwache Amylasekonzentration) sind ahnlich 
der Amylase des anderen Getreides. 

Der Geschwindigkeitskoeffizient der Reaktion aus der Kurve berechnet, 
zeigt fiir K. 10% und K. 10+: 


Me ee wa ge eee 1,63 
We a as ee a ee 3,50 
mre Sa eae eae 5,65 
ee es oe eee 7,23 


Bei der Maismalzamylase finden wir 56 bis 57°C als die giinstigste 
verzuckernde Wirkung, bis 60°C nur ganz wenig ungiinstiger. Uber 60°C 


1) Die bei der Kontrolle gewonnenen Zahlen sind schon bei obigen 
Zahlen beriicksichtigt (subtrahiert). 

*) Le, 

4) le. 
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Die Maismalzamylase. 





Maismalz 
Temperatur der , 
eo Nr. 1 Nr. 1 | Nr. 2 Nr. 2 
Amylasewirkung nach 5 Tagen | nach 16 Tagen | nach 5 Tagen | nach 16 Tagen 
* Verzuckernde Kraft ausgedriickt in com K MnO, 
20 — 2,45 = 3,00 
25 — 3,05 — 3,80 
30 — 3,80 ae 4,55 
35 —_ 4,55 —_ 5,35 
40 2,20 5,25 — 6,10 
45 2,60 5,80 3,00 6,70 
47 oo 6,00 — — 
49 — — — — 
50 2,80 6,30 3,30 7,15 
51 —_— —_— —_ —_— 
52 a 6,45 aa —- 
53 —_ 6,55 _- 7,40 
54 —_ 6,60 — —_ 
55 3,00 6,65 3,55 7,55 
56 3.05 6.70 3.60 7/60 
57 3,05 6,70 3,60 _ 
58 3,00 6,65 3,55 7,55 
59 — 6,60 3,55 7,50 
60 2,95 6,50 3,50 7,45 
65 i! 2,35 5,30 — 6,40 
70 _ 3,85 as 4,75 
75 —_— 2,45 — 3,05 
80 i — 1,00 os 1,40 
83 — 0,35 — 0,45 
85 —_ 0,05 _ 0,10 
87 pe ae 0,0 se 0,0 
Starkekontrolle + | 
2ccm Auszug + | 
ee ~~ oe 1,40 0,85 1,85 


ist bereits ein starkes Fallen der amylolytischen Wirkung, auch die Tem- 
peraturen unter 52°C sind wenig giinstig. Die Maismalzamylase zeigt also 
die giinstigste verzuckernde Wirkung bei héheren Temperaturen als die 
anderen Getreide. Gegen héhere Temperaturen ist die Amylase sehr 
empfindlich, deshalb finden wir hier eine kurze, optimale und giinstige 
Skala der verzuckernden Wirkung. 

Gleich der friiheren Getreide sehen wir bei schwacher Konzentration 
dieser Amylase eine Unabhiangigkeit der Temperaturwirkung von der 
Art des Maises und dem Grad ihrer Vermalzung. 

Der Geschwindigkeitskoeffizient der Reaktion, aus der Kurve berechnet, 
zeigte fiir K. 104: 


TPA ia Sires ea eae 
BO se asa eo mice very ae 
‘ WE ec as se is wee 
PD a. Re ey Oe 


1) Die bei der Kontrolle gewonnenen Zahlen sind schon bei obigen 
Zahlen beriicksichtigt (subtrahiert). 


{| 9 


A 


Sta 
5¢ 
5T 


VAY 
ety 
sic 
wil 
Zw 


de: 
de’ 


Za 





Einflu8 der Temperatur auf die Wirkung der Amylase. 431 


Die Malzamylase der Land- und afrikanischen Hirse und des Buchweizens. 





Afrikan isches I Buchwelsen> 


L irsenm 
endhirsenmalz I Hirsenmalz malz 


Temperatur der It 


Amylasewirkun Nr. 1 Nr. 2 Nr. 2 
4 oC . nach 16 Tagen | nach 16 Tagen | nach 18 Tagen pach 10 Tagen |} nach 10 Tagen 


Verzuckernde Kraft aonpedotakt in com K Mn oO, 


20 1,20 0,30 
25 215 0,45 
30 3,10 | 0,65 
35 4,05 | 0,85 
40 5,00 1,05 
45 6,00 1,35 
47 6,35 1,55 
49 6,75 pi 
50 59 6,90 1,85 
51 see es 
52 oe is 
53 Pa 7, pie 
54 
55 
56 
57 
58 
59 on 
60 2.50 
61 wt | 2.55 
62 | 2.60 
63 2,60 
64 2,60 
65 2'55 
70 2.35 
15 1,85 
80 1,10 
83 


2,25 


See eee ers 
lenrees 
acon Oo 


Si le 


— 9 OND 
Sa 


o— 
ac 


85 0,35 
87 0,15 
90 0,0 0,0 
Starkekontrolle + 


5cem Auszug + | 


5 Tropf ‘ 
ve, heey 120 | 120 125 | 0,50 


ake 


Von allen Getreiden zeigt die héchste optimale Temperatur der ver- 
zuckernden Wirkung die afrikanische Hirsenmalzamylase mit 62 bis 64°C, 
etwas niedrigere die Landhirse 58 bis 59°C. Diese Temperaturen stellen 
sich ganz scharf, denn ober- und unterhalb derselben zeigt sich die Amylase- 
wirkung schon bedeutend schwicher. Die Hirsenmalzamylase nimmt also 
zwischen den Getreidemalzamylasen eine besondere Stellung ein. 


Der Einflu8 der Temperatur auf die Hirsenmalzamylase ist ahnlich 
den schon besprochenen Getreiden, unabhangig von der Art der Hirse und 
der Stadien ihrer Vermilzung. 


1) Die bei der Kontrolle gewonnenen Zahlen sind schon bei obigen 
Zahlen beriicksichtigt (subtrahiert). 


29% 
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Die Vernichtungstemperatur der Hirsenmalzamylasen liegt etwas 
héher als bei den anderen Getreiden. 


Die Malzamylase des Buchweizens lehnt sich sehr an das Verhalten der 
Roggen- bzw. Weizenmalzamylase an; ihre giinstigste Temperatur ist 
50 bis 55°C. 

Der Geschwindigkeitskoeffizient der Reaktion, aus der Kurve berechnet, 
zeigte fiir K. 10¢: 





Landhirse | Afrikanische Buchweizen 


Hirse 
200 a Se 0,57 
25 — | 0,63 oo 
30 4,73 | 0,92 1,49 
40 7,31 1,50 2.29 
45 ~— 2,49 
50 9,90 2,64 2.64 
55 1100 | ~ jo 
60 aon 3,58 ae 


Vergleichen wir das Verhalten der Amylasen der verschiedenen Getreide. 
so kénnen wir auf Grund der aufgefiithrten Kurven den Einflu8 der Tem- 
peratur ihrer verzuckernden Wirkung in dieser SchluBfolgerung zusammen- 
stellen. 


a) Die Optimaltemperaturen der verzuckernden Wirkung der Getreide- 
malzamylasen auf die Starke bei der Wasserstoffzahl p, = 4,9 sind ver- 
schieden, abhangig von der Gattung der Getreide, von welchen die betreffende 
Amylase stammt, dagegen unabhingig von der Art und dem Grade ihrer 
Vermilzung bei derselben Gattung des Getreides. Eine Ausnahme zeigt 
nur die Land- im Vergleich zur kleinkérnigen afrikanischen Hirse, Diese 
letztere zeigt eine héhere optimale Temperatur der Amylasewirkung. 


b) Die untersuchten Amylasen kann man in zwei Gruppen teilen: 


1. Die Malzamylasen des Roggens, Weizens, Buchweizens und der 
Gerste, die ihre optimale Wirkung ungefahr bei 50°C zeigen und nur eine 
geringe Empfindlichkeit bei dieser Temperatur haben, so da8 ihre Optimal- 
temperatur ziemlich breite Skalen zeigt, und zwar bei Roggen- und Weizen- 
amylase = 7°C in Grenzen von 49 bis 55°C, bei Gersten- und Buchweizen- 
amylase = 6°C, und zwar fiir Gerstenamylase 49 bis 54°C, fiir Buch- 
weizenamylase 50 bis 55°C. Die Temperaturen 45 bis 58°C zeigen nur 
kleine Abweichungen der Optimumtemperaturwirkung, wobei Weizen- 
amylase in dieser Hinsicht die breiteste Skala und Gerstenamylase die 
kleinste hat; also zeigt letztere gréBere Empfindlichkeit als Roggen-, 
Weizen- und Buchweizenamylase, Weizenamylase ist am wenigsten 
emptindlich. 


2. Die Amylasen, die ihre optimale Temperaturwirkung oberhalb 55°C 
haben und eine groBe Empfindlichkeit gegen diese Temperatur zeigen, 
haben infolgedessen nur ganz kurze Skalen der optimalen Temperatur- 
wirkung. Hierhin gehéren die Maismalzamylase mit ihrem Optimum bei 
56 bis 57°C, also innerhalb zweier Grade, weiter das Landhirsenmalz mit 
Optimum von 58 bis 59°C, auch innerhalb zweier Temperaturgrade und das 





de! 
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der afrikanischen Hirse mit Optimum 62 bis 64°C, also innerhalb dreier 
Grade. 


Eine Art Ubergang von einer Gruppe zur anderen zeigt die Hafermalz- 
amylase mit Optimalwirkung 51 bis 53°C, also innerhalb dreier Grade 
und einer kurzen Temperaturskala der giinstigsten Wirkung. Die Hafer- 
malzamylase gehért also zu den empfindlichen Amylasen. 


Was diesen Unterschied zwischen den Amylasen verursacht, warum 
eine Amylase auf die Temperatur mehr empfindlich als die andere ist, 
warum die Optimaltemperatur bei einer héher als bei der anderen liegt, 
und endlich warum die Skala der giinstigsten Temperatur bei einer breiter 
und bei anderen enger ist ?, das wissen wir vorlaufig nicht. Diese Fragen 
werden erst durch weitere Untersuchungen gelést. Die einfachste Erklarung 
dafiir wire anzunehmen, da in Malzausziigen neben der Amylase sich 
solehe Substanzen befinden, die oben erwihnte Unterschiede bei dem 
Verhalten der verschiedenen Amylasen verursachen. Dagegen spricht aber 
wiederum die Tatsache, daB die 
Amylase aus verschiedenen Ge- 
treidearten oder aus ihrem ver- 
schiedenen Vermilzungsgrade 
und auch ebenfalls in ver- # 
schiedener Konzentration, in mn} 
Grenzen derselben Getreide- 
gattung, identisches Verhalten 
unter Einflu8 der Temperatur 
zeigt. Ware dieses ungleiche 
Verhalten der aus verschiedenen 
Getreidegattungen stammenden 
Amylase nur von den begleiten- 
den Substanzen. der Amylase 
abhingig, so miiBte die Zu- 
nahme bzw. die Abnahme dieser 
Substanzen, welche sicher bei 
der Zubereitung der Malzausziige 
von verschiedenen Arten des 539-45 mw WD OS DS 
3etreides oder bei ihren ver- Abb. 1. Einflufs der Temperatur auf die verzuckernde 
schiedenen Vermilzungsgraden Wirkung der Amylase. 
vorkommt, also verschiedene 
Amylasekonzentration im Verhaltnis zu jenen begleitenden Substanzen, 
einen sehbaren Unterschied in der Verzuckerung aufweisen. Diesen Unter- 
schied haben wir bis jetzt noch in keinem Falle gesehen. Das wire also ein 
Beweis dafiir, da8 der Unterschied zwischen den einzelnen Amylasen mehr 
individuell, abhangig von der Gattung des Getreides, aus der die Amylase 
stammt, ist. Weitere Untersuchungen, die wir darin angestellt haben, 
geben uns dariiber noch AufschluB. 





Sppreteonen 
14 
13 |- 





Die Abtétungstemperatur der Amylase in Starkelésung liegt scheinbar 
bei 80°C. Diese Temperatur ist nicht als ganz fest anzunehmen, denn bei 
Zusatz des Malzauszuges fallt die Temperatur der Starke um etwa 2°C, 
und ehe die Amylase die Vernichtungstemperatur erreicht hat, bewirkt 
dieselbe schon einen verzuckernden Einflu8. Die Abtotungstemperatur 
der Amylase mu8 ulso eine niedrigere sein als oben erwahnt, was iibrigens 
die folgenden Untersuchungen bestatigen. 
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Das Feststellen der Vernichtungstemperatur der Amylase. 


Wie wir bereits schon friiher erwahnt haben, sieht man bei der Optimal 
temperatur der Enzymwirkung zwei Einfliisse der Temperatur, und zwar 
eine foérdernde und eine vernichtende Wirkung der Enzyme. Wenn dieses 
tatsichlich der Fall ist, so mu in Grenzen der giinstigsten Temperatur 
der Amylasenwirkung schon der Anfang ihrer Vernichtung vorkommen. 
Die Vernichtungstemperatur der Amylase liegt natiirlich bei noch héherer 
Temperatur; Huler schlagt vor, als solche diese Temperatur anzunehmen, 
bei welcher das in Wasser aufgeléste Enzym nach Ablauf von 30 bis 60 Mi- 
nuten die Hialfte seiner friiheren Kraft verliert'). 

Um diese Temperatur festzustellen, hat man 10proz. wisserigen Malz- 
auszug dargestellt, und in fiinf Reagenzgliser zu je 10 ccm verteilt. Gleich- 
zeitig bereitet man einen mit einer entsprechenden Temperatur eingesteliten 
Thermostaten vor, wobei die Temperatur durch ein in 1/,,°C geteiltes 
Thermometer kontrolliert wird. Der Thermostat halt die Temperatur 
mit einer Genauigkeit F 0,1°C. 

Zu dem auf solche Weise vorbereiteten Thermostaten setzte man die 
mit Malzauszug gefiillten Reagenzgliser hinein, von denen das eine 5 Minuten, 
das zweite 15 Minuten, das dritte 30 Minuten, das vierte 60 Minuten darin 
gehalten wurde, das fiinfte blieb bei Zimmertemperatur stehen. Der Malz- 
auszug erreichte innerhalb 5 Minuten die gewiinschte Temperatur. Nach 
Ablauf der oben angegebenen Zeit wurden die Reagenzgliser heraus- 
genommen und auf 15°C abgekiihlt. 

Der zweite Ostwaldsche Thermostat wurde bei 51°C angestellt, wobei 
der angewirmte Malzauszug auf seine verzuckernde Wirkung untersucht 
wurde, mit Ausnahme des Hirsenmalzauszuges, der bei einer Temperatur 
von 55°C untersucht wurde. 

Wie bei friiheren Untersuchungen wurde 2proz. Starkelésung von 
Wasserstoffionenkonzentration py = 4,9 vorbereitet, welche man in eine 
Reihe Kolben zu je 100 ccm verteilte, 30 Minuten auf die Untersuchungs- 
temperatur anwiérmte, dann den angewirmten Malzauszug zugesetzt, 
15 Minuten gehalten und mit Natronlauge abgetétet. Nachdem die Flissig- 
keit auf einen MeBkolben von 500 cem verdiinnt wurde, bestimmte man den 
Zuckergehalt nach Bertrands Methode. Das Resultat war folgendes: 


Roggenmalzauszug. 
si aeons bei 51°C, ausgedriickt in cem KMnQ,. 














- Angewirmter Malzauszug bei 


Minuten | Senne . ~ 
Bee wl ee | Se 7 7H | a 
10,85 10,85 | 10,80 10,65 10,70 10 75| 10,85 
1085/1080; 920 880 490 415) 2'50 
10,80 10,75 630, 5,90 410 3,00) 160 
10.65 | 10,30 | 540 5,15 335 215 1,60 
10.25| 940| 460 4130 250 160 1/60 


0 10,65, | 10,80 | 10,65 10,75 
5 10,65 | 10,80 | 10,65 10,75 
15 10,70 10,80 / 10,65 10,70 
30 | 10,65 10,80 10,65 10,65 
60 | 10,65 10,80 10,65. 10,45 








Die obigen Untersuchungen zeigen, daB der Anfang der Vernichtung 
der Roggenmalzamylase mit 56°C anfingt, also oberhalb der giinstigsten 
Temperatur der Verzuckerung. 


1) H. Euler, Chemie der Enzyme 1 und 2 
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Die Vernichtungstemperatur nach Euler finden wir bei 63 bis 64°C; 
vollstiindig aber geht die Amylase nach 1 Stunde in wasseriger Lésung bei 
75°C zugrunde. 

Der angewarmte Malzauszug gibt keinen Niederschlag, sondern eine 
bleibende Opalisation. 

Ahnlich wie bei Roggen- ist der Anfang der Vernichtung der Weizen- 
malzamylase bei 56°C, also auch oberhalb der giinstigsten verzuckernden 
Temperatur. 

Die Vernichtungstemperatur nach Luler finden wir bei 63 bis 64°C, 
eine volistandige Abtétung nach 1 Stunde in wasseriger Lésung zeigt sich 
dagegen bei 75°C. 


Weizenmalzamylase. 


Zuckermenge dargestellt bei 51°C, ausgédriickt in cem K MnQ,,. 





Angewarmter Malzauszug bei 
Minuten : 
559 56° 58° 600 64° 65° 70° 73 | 80° 


0 10,15 10,30 10,45 10,45 10,15 10,05 10,10 10,45 10,30, 10,00 
5 1015 1030 1045 1040 1010 945 935 410 315 1,30 
15 10,15 10,35 10,40 10,40 10,00 5,50) 495 320 1,65 1,00 
30 10,15 1030 1035 1025 9,70 4,70, 360 230 120 1,00 
60 10,15 1030 10.25 10,05 885 4,00, 305 1,65 1,00 1,00 


Der auf 50°C angewaérmte Malzauszug gibt einen Niederschlag, der 
mit steigender Temperatur und langerem Anwarmen zunimmt und sich 
flockig zeigt. 


Gerstenmalzamylase. 
Zuckermenge dargestellt bei 51°C, ausgedriickt in cem KMnQ,. 





Angewarmter Malzauszug bei 
Minuten 
555 | 560 | «580 | 6 | 6m | 650 |) 6700 | 750 | Bmp 


0 10,45) 9,85 9,60 9,60 925 10,05 9.25 9,25 10,45) 10,10} 10,10 
5 1040 985 | 9.60 960 920 1000 820 630 3,75 3,50| 1,45 
15 10.45 9.85 | 9,60 | 950 9,05 980 560 260 3,05 1,60) 1,00 
30 1045, 9,85 950 935 890 870 510 245 230 1,10! 1,00 
60 1045 985 935/915 845 640 460 200 180 1,00! 1.00 


Die Vernichtung dieser Amylase fangt bei 55°C an, also gleich den 
Beobachtungen von C. J. Lininer und F. Eckhart, die bei dieser Temperatur 
schon eine kleine Abschwachung der Amylase finden), im Gegensatz 
zu den Beobachtungen anderer Verfasser, besonders zu denen von E. Ern- 
strém. Letzterer findet, daB bei dieser Temperatur der verzuckernde Effekt 
auf die Hilfte des bei 37°C gefundenen Betrages sinkt?). 

Die Vernichtung der Gerstenmalzamylase fingt um 1°C friiher als bei 
den bereits erwihnten Amylasen an; bei 75°C dagegen geht die Amylase 
nach 1 Stunde vollstandig zugrunde. 


1 


) C. J. Lintner und F. Eckhart, 1. ec. 
2) E. Ernstroém, 1. c. 
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Die wiisserige Liésung der Gerstenmalzamylase, angewaérmt auf eine 
oberhalb 50°C liegende Temperatur, gibt einen Niederschlag, der mit 
steigender Temperatur und lingerem Anwaérmen zunimmt. _ 


Hafermalzamylase. N 
ee —— bei 51°C, semenenes * in cem deoseoambien 





i} Angewarater “Malzauszug bei 
Minuten |} ; j j 

I 5? | SP | 5 | 58° | 6 | 65 | 66 | 70 | 7 | 30 

| | 

0 | 5,95 595 6,00 580 580 6,65 | 6,65 6,65 6,70 | 6,70 | 6,70 
5 | 5,95 5,95 6,00 | 5,70 550 56,10 410 4,00 4.05 3,55 | 1.70 
15 || 5,95 | 5,95 | 5,95 | 5,65 | 4,70 | 430 | 3,95 | 3,85 3.65 | 2,10 | 1,05 
30 || 5,90 5,95 | «5,90 640 435 4,15 | 3,85 3,65 3,25 | 40 | 1,05 de 
60 || 5.95 5.95 | 5,75 | 5,00 420 400 | 365 3.20 255 | ins | 1,05 de 


Die Abtétung der Hafermalzamylase faingt mit 54°C an, also um 








‘ 
1°C friiher als bei Gersten- und um 2°C friiher als bei Roggen- und Weizen- 
amylase. Die Vernichtung der Amylase nach Euler finden wir bei 65 bis ) 
66°C, also bei einer héheren Temperatur als bei den friiheren Amylasen. Te 
Gleich anderen Amylasen ging die Hafermalzamylase in wisseriger Lésung 
nach 1 Stunde bei 75°C zugrunde. Dieses zeigt, daB die Angaben von 
Klempin, der die Vernichtung der Hafermalzamylase erst bei 90 bis 95°C 
finden will, unrichtig sind"). an 

Die wisserige Lésung der Hafermalzamylase, angewarmt auf eine de 
Temperatur von 50°C, gibt einen Niederschlag. = 
Maismalzamylase. Zw 
Zuckermenge dargestellt bei 51°C, ausgedriickt in ecem KMn0Q,. be 
Angewarmter Malzauszug na 
Minuten j : un 
| mt het 8B Sct Raed onl 7 | 30° re 
0 | 4,65 4,65 | | 4,10 | 4,65 | 3,65 | 445 465 465 465 445 4,45 445 ko 
5 || 4,65 4,65 | 4,10 | 4,65 | 3,65 | 4,45 4.65 | 4,45 4,30 3,45 2,10 1,70 er 
15 | 4,65 4.65 | £10 | 4.60 3,55 4.30 4.50 3,75 3,45 2,10 1,15 | 1,00 
30 | 4,65 | 4,65 | | 4,00 | 4,40 | 3,35 | 4,10 4,30 | 3,25 2,90 | 1,30 1,10 1,00 ah 
60 | 4,60 4,65 | 3,75 | 4,10 | 3,00 | 3,75 | 3,80 | 2,70 2,30 1,00 1,00 1,00 i. 
Die Vernichtung der Maismalzamylase fangt mit 54°C an, ebenso Ni 
wie bei der Hafermalzamylase ; der Unterschied ist aber der, da8 bei letzterer 
die Vernichtungstemperatur oberhalb und bei der Maismalzamylase unter- 
halb der giinstigsten Temperatur liegt, gleich den allgemeinen Ansichten 
tiber die Optimaltemperatur der Enzymw'vkung. Die Maismalzamylase ‘ 
unterscheidet sich also grundsiatzlich von den friiheren Getreiden. Cy 
Die Vernichtung der Amylase nach Euler finden wir bei 65 bis 66°C, Li 
gleich der Hafermalzamylase. Nach 1 Stunde in wisseriger Lésung geht M: 
die Maismalzamylase bei 70°C zugrunde, also um 5°C friiher als bei den rAY 
Amylasen der anderen Getreide. 
Die oberhalb 50°C angewirmte wasserige Losung der Maismalzamylase 
gibt ebenfalls einen Niederschlag. de 
cidatincinneiinliciaininnininn: es 


1) P. Klempin, 1. . gl 
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Hirsenmalzamylase. 





















Zuckermenge dargestellt bei 55°C, ausgedriickt in com KMnQ,. ; 

is Angewiarmter Malzauszuyg bei ; 
Minuten j Cea 
50° 559 56° 538° 60? 65° 66° 70° 750 soe is 

¥ i 

0 | 590 620 | 600 | 555 550 | 600 | 600 600 590 | 620 BY 

5 590 620 600 555 540 | 470 460 425 290 180 a: 
15 | 590 | 620 595 | 540 515 | 400 | 380 305 | 185 150 4 






30 =|: 590 | 620 | 590 | 530 495 | 350 | 330 220 | 160 | 150 
| 590  €20 580 500 440 300 280 175 | 155 | 150 


















Die Vernichtung der Hirsenmalzamylase faingt mit 56°C an, ahnlich 
der der Roggen- und Weizenmalzamylase. Diese Temperatur liegt unterhalb 
der giinstigsten Temperatur der Hirsenmalzamylase, also gleich der Mais- 
amylase. Die Vernichtungstemperatur nach Euler finden wir bei 65 bis 
66°C, die vollstandige Vernichtung nach 1 Stunde in wisseriger Lésung : 
liegt bei 75°C. z 

Die wisserige Lésung der Hirsenmalzamylase, angewirmt auf eine i 
Temperatur oberhalb 50°C, scheidet einen starken Niederschlag aus. 










Aus den Untersuchungen iiber die Vernichtungstemperatur der Malz- 
amylase der verschiedenen Getreidearten geht hervor, daB der Anfang 
der Vernichtung und auch die vollstindige Abtétung derselben individuell, 
abhangig von der Art des Getreides von dem die Amylase stammt, ist. 
Der Anfang der Vernichtung der Amylase zeigt sich bei 54 bis 56°C, und 
zwar: Hafer und Mais bei 54°C, Gerste bei 55°C, Roggen, Weizen und Hirse 
bei 56°C. 

Etwas Ahnliches finden wir auch bei der Vernichtungstemperatur 
nach Hulers Bestimmungen ausgefiihrt, welche zwischen 61 bis 66°C liegt, 
und zwar: Gerstenamylase bei 61 bis 62°C, Roggen- und Weizen bei 63 bis 
64°C und anderen Getreide bei 65 bis 66°C. 

Eine vollstandige Vernichtung nach 1 Stunde in wisseriger Lésung 
kommt bei 75°C mit Ausnahme der Maisamylase, die schon bei 70°C zu- 
grunde geht. Die oberhalb 50°C angewirmten wisserigen Malzausziige | 
triiben sich und geben bei steigender Temperatur und langerem Anwarmen ia 
immer staérker werdenden Niederschlag. Ausnahme zeigt hier der wisserige af 
Roggenmalzauszug, der sich beim Anwiarmen nur triibe zeigt und keinen 
Niederschlag gibt. 
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Zusammenfassung. 


Die Untersuchungen iiber den Einflu8 der Temperatur auf die je 
verzuckernde Wirkung der Pflanzenamylase, hergestellt in wasseriger . 
Lésung aus den Malzen des Roggens, Weizens, Hafers, Buchweizens, 

Maises, der Gerste und der Land- und afrikanischen Hirse fiihren uns 
zu den Schlubfolgerungen : 

1. Die Amylase von verschiedenen Getreidegattungen (verschie- 
dener Herkunft) verhilt sich unter dem Einflu8 der Temperatur, wie 
es die Kurven der verzuckernden Wirkung der Amylase zeigen, nicht 
gleich. 
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2. Das Optimum der Temperatur der verzuckernden Wirkung 
der Amylase bei Optimum pg = 4,9 ist von der Herkunft des Getreides 
(Getreidegattung) abhingig und kann ein zweifaches sem, nimlich: 

a) Der unter dem EinfluB der Temperatur sich ergebende Wert 
der héchsten aktiven Wirkung der Amylase, welche zuriickgeht, sobald 
mit weiter steigender Temperatur die Vernichtung der Amylase anfingt. 
Dieser Anfang der Amylasevernichtung beginnt: bei Gerstenmalz- 
amylase bei 55°C, Roggen- und Weizenamylase bei 56°C, Hafer- 
amylase bei 54°C. Also ist das Optimum der Temperatur der ver- 
zuckernden Wirkung: bei der Gerstenmalzamylase bei 49 bis 54°C, 
bei Roggen und Weizen 49 bis 55°C, bei Hafer 51 bis 53°C, bei Buch- 
weizen 50 bis 55°C. 

b) Oder man kann das Optimum der Temperatur der Amylase- 
wirkung unter dem Gesichtspunkte betrachten, daB unter dem Einflu8 
der steigenden Temperatur eine reaktionsférdernde und eine vernich- 
tende Wirkung stattfindet. Die Vernichtung der Maismalzamylase 
fingt mit 54°C, die der Hirsenmalzamylase mit 56°C an. Das Tem- 
peraturoptimum der Maismalzamylase zeigt sich bei 56 bis 57°C, das 
der Landhirse bei 58 bis 59°C und das der afrikanischen Hirse sogar 
erst bei 62 bis 64° C. Das Optimum der Temperatur der Amylasewirkung 
bei diesen Getreiden liegt oberhalb der Temperatur, bei der die Ver- 
nichtung dieser Amylasen anfiangt, also im Gegensatz zu den Amylasen 
der friiher erwihnten Getreidereihen, bei denen das Optimum unter- 
halb der Vernichtungstemperatur liegt. 

3. Auch die Vernichtungstemperatur der Amylase in wisseriger 
Lésung ist abhangig von der Getreidegattung und liegt nach der von 
Euler angegebenen Methode bei 61 bis 66°C. Die gréBte Empfindlich- 
keit zeigt die Gerstenmalzamylase, sie geht bei 61 bis 62°C zugrunde, 
wenig empfindlicher ist die Roggen- und Weizenamylase, sie gehen 
bei 63 bis 64°C zugrunde, die Abtétungstemperatur der anderen Ge- 
treide liegt bei 65 bis 66°C. 

4. In wasseriger Loésung geht die pflanzliche Amylase in einer 
Stunde bei 75°C vollstindig zugrunde. 

5. Die Amylasen aus verschiedenen Getreiderassen bzw. Abarten 
oder aus verschiedenem Vermiilzungsgrade bzw. verschiedener Kon- 
zentration, aber innerhalb derselben Getreidegattung, zeigen sich bei 
der Optimum-Ionenkonzentration unter dem EinfluB der Temperatur 
ganz gleich, jedoch nur dann, wenn die Amylase nicht in zu groBer 
Menge‘im Vergleich zu der Starke steht. 

6. Die verzuckernde Wirkung (Kraft) haben wir bei unseren 
Untersuchungen durch Bestimmung der Zuckermenge nach Bertrands 
Methode festgestellt. 
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7. Die wasserigen Malzausziige, die durch laingeres Schiitteln 
(mindestens 1 Stunde) dargestellt sind, oberhalb 50°C angewirmt, 
geben einen kraftigen Niederschlag, dagegen die durch kiirzeres Schiitteln 
dargestellten (30 Minuten) geben solche Niederschlige erst bei einem 
Anwarmen oberhalb 55 bis 60°C. Die Roggenmalzausziige geben, 
selbst bei einem Anwirmen bis auf 80° C, nur eine opalisierende Triibung. 
Der sich unterhalb 50°C bildende Niederschlag hat keinen EinfluB 
auf die verzuckernde Kraft des Malzauszuges. 





Uber die Stickstoffverteilung im 
Kaninchenharn und ihre Abhingigkeit von der Ernahrung. 


Von 
Francesco Serio (Catania). 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Universitatsinstituts 
in Wien.) 


(Eingegangen am 13. September 1923.) 


Es ist bekannt, wie sehr die Stickstoffverteilung im Harn bei 
demselben Individuum unter bestimmten Bedingungen’ betrichtliche 
Abweichungen von der Norm erfahren kann. Es gilt dies insbesondere 
fir das Fieber, die Konsumptionskrankheiten, die schweren Schadi- 
gungen der Leber, verschiedene Vergiftungen (Phosphor, Arsen usw.), 
ferner fir die Verinderungen in der Zusammensetzung der Kost, be- 
sonders in Beziehung auf den Gehalt derselben an Eiwei8kérpern. 
Untersuchungen, welche in diesem Institut tiber Stickstoffausscheidung 
und Verteilung im Kaninchenharn nach Kalte- und Warmestich von 
G. Matsuno!) kiirzlich ausgefiihrt worden sind, haben die groBen Liicken 
in unserem Wissen hinsichtlich der N-Verteilung im Pflanzenfresser- 
harn dargetan. So bin ich denn auf Veranlassung von Prof. O. Fiirth 
daran gegangen, diese Liicken in bezug auf den als Laboratoriumstier 
wichtigsten Pflanzenfresser, das Kaninchen, einigermafen auszufiillen. 
Es schien das um so mehr geboten, als gewisse Fortschritte, die sich 
kirzlich aus den in diesem Laboratorium ausgefiihrten Arbeiten von 
G. Revoltella®) ergeben hatten, die mégliche Uberwindung mancher 
bisher vorliegender technischer Schwierigkeiten in Aussicht stellten. 

Die in der alteren Literatur tiber die Zusammensetzung des Kaninchen- 
harns unter normalen Erndhrungsbedingungen vorliegenden Angaben sind 
recht sparlich. Die erste systematische Arbeit ist von H. und J. Gautrelet*) 
im Jahre 1910 verédffentlicht worden. 


Leider beschrankt sich ihre Analyse auf die Bestimmung des Gesamt-N, 
des Harnstoffs, des NH,, der Harnsiure, der Purinbasen, deren Prozent- 


1) Matsuno, diese Zeitschr. 139. 
2) Revoltella, ebendaselbst 182, 336, 349. 
8) E. und J. Goutrelet, C. r. soc. biol. 68, 691. 
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zahlen folgende waren: Harnstoff = 91 Proz., NH, = 0,9 Proz., Harn- 
siure = 0,45 Proz., Purinbasen = 0,7 Proz. Was die Methodik anbelangt, 
so haben diese Autoren den Gesamt-N nach Kjeldahl, den Harnstoff nach 
der Hypobromitmethode mittels des Ureometers von Besmouliére, die 
Purinbasen und den NH, nach Ronchése, die Harnsiure durch das Ver- 
fahren nach E. Gautrelet bestimmt. Weitere eingehende Analysen sind 
nicht zu finden. Hier und da tauchen in der Literatur sparliche Angaben, 
einzelne Bestandteile betreffend, auf, die von verschiedenen Autoren als 
Kontrollversuche bei den Tieren bei normaler Ernihrung ausgefiihrt 
worden sind, wenn das fiir die Hauptversuche von Interesse war. So fand 
z. B. Joshykawa') (nach Morner-Sjéquist) fiir den Harnstoff 84 bis 89 Proz. 
des Gesamt-N, Schéndorff?) nach der Methode Piliiger-Bleibtreu-Schéndorff 
86,5 Proz., Hijikata*) (Ureasemethode) 88,5 bis 90 Proz., Matsuno (I. c.) 
Werte zwischen 80 und 85 Proz. nach Mérner-Sjéquist, wihrend durch 
das Ureaseverfahren um 10 bis 12 Proz. niedrigere Werte gefunden worden 
sind. Hinsichtlich des NH, fand Hijikata Wert& von 0,10 bis 0,20 Proz. 
(nach Kriiger-Reich-Schittenhelm), Underhill und ert*) 0,7 bis 0,8 Proz. 
(nach Folin), Fuchs®) 1,1 bis 1,6 Proz. (nach Kriiger-Reich). Joshykawa 
0,05 bis 0,25 Proz. (nach Kriiger-Reich). Das Gesamtkreatinin wurde von 
Underhill und Bogert in dem Mae von 4,2 bis 6 Proz., von L. B. Mendel 
und W. C. Rose*) von 4,4 bis 7 Proz., von Matsuno von 2 bis 7 Proz. des 
xesamt-N bestimmt. 

Die Aminosiaurebestimmung ergab bei den verschiedenen Forschern 
stark abweichende Resultate. So fand Joshykawa mittels der Formol- 
titration nach Henriques und Sérensen Werte von 0,22 bis 0,44 Proz.; Fuchs 
bekam dagegen durch dieselbe Methode Werte, schwankend zwischen 
2,7 und 4,5 Proz. Nach van Slyke fand Hijikata 0,8 bis 1,1 Proz. 

Was die Verinderungen der N-Verteilung unter dem Einflu8 ver- 
schiedener Nahrungsarten anbelangt, so erinnere ich nur an die Arbeiten 
von Schéndorf/, der unter solchen Bedingungen den Harnstoff bestimmt 
hat, die von Mendel und Rose hinsichtlich des Kreatinins, von Underhill 
und Bogert in bezug auf die Prozentzahlen des NH,- und Kreatinin-N. 
Andere, wie Hijikata, Fuchs, Matsuno, haben die Unterschiede in der 
N-Verteilung bei fastenden und bei normal ernihrten Tieren studiert. 
Mit den Resultaten dieser Autoren werde ich mich spiter gelegentlich 
meiner eigenen Versuche beschiftigen. 

Meine Versuche gehen darauf hinaus, die verschiedenen stickstoff- 
haltigen Harnbestandteile bei drei Arten von Ernihrungsbedingungen zu 
bestimmen, und zwar: 

1. bet stickstoffarmer Erndhrung, 

2. bet vollstindig stickstofffreier Erndéhrung, 

3. bei stickstoffreicher Erndhrung. 

Die angewandte Methodik war folgende: Gesamt-N nach Kjeldahl, 
Harnstoff bestimmt einerseits durch Girung mittels der Sojabohnenurease 
und andererseits — als Vergleich dazu — nach Mérner-Sjéquist (Modifikation 


1) Joshykawa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 75. 
*) Schéndorff, zit. nach Stwpel, Dissertation Wiirzburg 1910. 

3) Hijikata, Journ. of biol. Chem. 51, 141. 

4) Underhill and Bogert, Journ. of. biol. Chem. 27. 

5) D. Fuchs, Zeitschr. f. Physiol. 69. 

6) L. B Mendel and W.C. Rose, Journ. of biol. Chem. 10, 213. 
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nach Braunstein), Ammoniak nach Kriiger-Reich-Schittenhelm, Aminosduren 
mittels der Formoltitration (Verfahren nach Revoltella (1. c.), Gesamt- 
kreatinin nach Folin, Harnsdéure nach Hopkins-Folin-Shaffer, Allantoin 
nach Wiechowski [Modifikation nach Handowsky') durch Zuriicktitration 
des Hg-Uberschusses mit Ammonrhodanat], Hippursdure nach Folin und 
Flanders*), Oxyproteinsdure nach der Methode von Fiirth*). Zu den durch 
Garung erhaltenen Harnstoffwerten wurde die Korrektur von 3,5 Proz. 
nach dem Vorschlage von Revoltella*) angebracht. 


N-Verteilung bei Griinfiitterung. 

Will man alle stickstoffhaltigen Bestandteile des Kaninchenharns 
bestimmen, so begegnet man einem Hindernis, das nicht leicht, vielleicht 
iiberhaupt nicht zu tiberwinden ist, namlich der Garung des Harnstoffs 
und zum Teil auch verschiedener anderer Substanzen beim Sammeln 
des Harns im Laufe mehrerer Tage, was unvermeidlich ist, um die fiir 
alle Proben und deren Kontrolle geniigende Menge zu erhalten. Man 
hat versucht, diese Girung durch Zusatz von verschiedenen Mitteln 
zu verhindern, wie Toluol, Chloroform, Thymol, oder durch Aufbe- 
wahrung der einzelnen Portionen im Eisschrank; aber gewoéhnlich 
versagen diese Mittel. Um diesen Hindernissen vorzubeugen, habe 
ich die einzelnen Harnportionen stark sauer gemacht, durch Zusatz 
von HCl im Verhiltnis von 1 Proz. Trotzdem ergab die Bestimmung 
des NH, in einem solchen Harn einen Wert von 6,4 Proz. des Gesamt-N, 
wahrend beim frischen Harn desselben Tieres, bei gleicher Ernahrung, 
derselbe nur 0,7 Proz. betrug. Selbstverstindlich entstand dieser 
vermehrte NH,-N aus einer Gairung des Harnstoffs. Daher werde ich 
nur diesen letzten Wert als richtig annehmen. Das Kaninchen, das 
mir fiir diese Versuchsreihe diente, befand sich in einem sauber ge- 
haltenen Stoffwechselkaéfig und wurde mit Kohl ernahrt. 

Die Stickstoffverteilung des Mischharns war die folgende: In 
100 com Harn waren enthalten: 


pe ps Sea ear ce . . 432mg 
Harnstoff-N (Urease) . . . 320 ,, (korr.) 82,8 Proz. 
Harnstoff-N (Morner) . . . 341 ,, 84,9 
eK. Sos oO RS ge ae : oe fe gee 
Aminosiure-N (Formol- 

titrierharnstoff) . ... 11 ,, » & eeees 
Gesamtkreatinin-N .... 33,, > gene 
Harnstiure-N ..... ee fate aa 
PAROS ee eS Ee es me os 
Hippursture-N ...... ee ss at 
Oxyproteinséure-N.... . ae ey SN 


. -101,9 Proz. 
1) Handowsky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 90, 1914. 
*) O. Folin and Fr. Flanders, Journ. of biol. Chem. 11. 


8) O. Fiirth, diese Zeitschr. 69, 448, 1915. 
*) Revoltella (noch nicht veréffentlicht). 
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SECA E EL bei stickstoffarmer Kost. 
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wendet. Es wurde in einem Stoff- 
wechselkifig — der die Harn- 
sammlung ohne Verlust gestattete 
— gehalten und bekam als Nahrung 
nur Kartoffeln, in Kokosfett (stick- 
stofffrei) geréstet. Die vom Tiere 
verzehrte Menge war immer klein 
(50 bis 60g). Der Harn wurde immer 
wihrend 24 Stunden gesammelt und 
mit Toluol versetzt. In der Tabelle I 
sind die Resultate der Analyse — 
in zweitaigigen Intervallen ausge- 
fihrt — zusammengestellt. 


N-Verteilung beim Kaninchen 

bei stickstofffreier Kost. 

Fiir diese Versuchsreihe wurde 
ein Kaninchen, 1750 g schwer, ver- 
wendet. Es wurde wie oben in 
einem Stoffwechselkifig gehalten, 
und als Ernihrung bekam es jeden 
Morgen per Schlundsonde 100 ccm 
einer Emulsion, in der 10g Olivendél 
und 12g Zucker in 100 ccm einer 
Lésung von Gummi acaciae ent- 
halten waren. Zusammen 138 Ka- 
lorien. Um zu erfahren, ob diese 
Emulsion wirklich stickstofffrei war, 
habe ich 20ccm derselben auf N 
geprift. Die Bestimmung war 


negativ. Der Harn wurde auch dies- 
mal durch 24 Stunden gesammelt 
und unter Toluolzusatz aufbewahrt. 
In der Tabelle II sind die Resultate 
dieser Versuche angegeben. 
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N-Verteilung im Kaninchenharn usw. 


N-Verteilung beim Kaninchen bei Milchdiit. 

Ein Kaninchen, 1780 g schwer, wie gewéhnlich in einem Stoff- 
wechselkifig gehalten, wurde zu diesem Zwecke mit einer taglichen 
Menge von 150 g Milch, der 100 g Zucker, um die notwendigen 130 Ka- 
lorien zu erreichen, zugesetzt worden waren, ernahrt. Der Gebrauch 
der Schlundsonde zeigte sich schon vom ersten Tage als nicht notwendig, 
weil das Tier die verabreichte Menge Milch vollstandig zu sich nahm. 
Jeden Tag wurden einige Kubikzentimeter Milch zuriickgehalten und 
ein Teil von diesem Gemisch wurde auf N untersucht. Der N-Gehalt 
von 150g Mischmilch betrug 769mg. Auch der Kot wurde gesammelt, 
getrocknet und am Ende der Versuchsreihe von einem Teil desselben 
eine N-Bestimmung gemacht. Als Ergebnis der Analyse ergab sich 
ein taglicher N-Verlust durch den Darm von 37mg. Gelegentlich 
dieser Versuchsreihe, da eine geniigende Harnmenge vorhanden war, 
habe ich auBer dem Gesamt-N, Harnstoff, NH, und Aminosiuren 
auch das Gesamtkreatinin und das Allantoin bestimmt. Da die Diurese 
bei dieser Kostart ziemlich reichlich war, habe ich jeden Tag einen 
Teil des Harns aufbewahrt. Aus diesem Mischharn habe ich am Ende 
der Versuchsreihe eine Bestimmung der gesamten stickstoffhaltigen 
Harnbestandteile ausgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in 
der Ubersichtstabelle III zusammengefaBt. 

Da bei dem Mischharn der Harnstoff trotz Toluolzusatz vergoren 


war, gebe ich in einer einzigen Zahl den Wert Harnstoff + NH, zu- 
sammen an. 
In 100 ccm waren enthalten: 


Gesamt-N 
Harnstoff + NH,-N (Urease) 
Harnstoff + NH,-N (Mérner) 
Aminosiure-N (Formoltitrier- 
harnstoff) 
Gesamtkreatinin-N 3,8 
ii 0,4 
3,4 
2,4 
0,9 


102,8 Proz. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 
I. 
Vergleichen wir zunachst unsere Harnstoffwerte des normalen Ka- 
ninchens mit den von anderen Forschern, die sich mit solchen Versuchen 


beschaftigt haben, ermittelten, so sehen wir, da8 der von uns angegebene 
Prozentgehalt niedriger ist als der von Schéndorff*) (86,5 Proz.), Hijikata’) 


4) Leo. 
Biochemische Zeitschrift Band 142. 
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(89 Proz.), Joshykawa*) (84 bis 89 Proz.), Goutrelet') (91 Proz.), stimmt 
hingegen recht gut mit dem von Matsuno') erhaltenen Werte. Die Ursache 
der so stark voneinander abweichenden Resultate ist zum Teil in der Ver- 
schiedenheit der angewendeten Bestimmungsmethoden zu suchen. Das 
trifft insbesondere zu z. B. fiir die Resultate von Schéndorf/, der mit der 
von ihm modifizierten Methode von Pjliger-Bleibtreu gearbeitet hat, welche 
bekanntlich zu hohe Werte ergibt, weil durch dieses Verfahren mindestens 
ein Teil der Oxyproteinsiure, das Kreatin und das Allantoin als Harnstoff 
mitbestimmt werden. E£. und J. Goutrelet haben mit der Hypobromit- 
methode, gegen die schon seit langem eine Menge Einwande gemacht 
worden sind, gearbeitet. So hat man schon erprobt, daB trotz der ver- 
schiedenen Bestimmungsapparate bei dieser Methode die Reaktion einer- 
seits nicht quantitativ erfolgt, andererseits werden auch andere stickstoff- 
haltige Substanzen mitbestimmt, und zwar NH, und Harnsaure (Ronchése), 
ein geringer Teil des Kreatinins, das Allantoin und die Oxyproteinsaure. 
Der einzige, der in seinen Versuchen von der Ureasemethode Gebrauch 
gemacht hat, ist Hijikata, dessen Harnstoffwerte (89 Proz.) — die noch 
héher waren, wenn wir bei diesen die Korrektur von 3,5 Proz. nach Revoltella 
anbrachten — ich nicht bestatigen kann. 

Meine NH,-Werte stimmen ziemlich gut mit denen von Gautrelet, 
Underhill und Bogert iiberein, sind dagegen um die Hilfte kleiner als die 
von Fuchs (1,36 Proz.). 

Die fiir die Aminosduren bzw. formoltitrierten Substanzen von mir 
gefundenen Werte liegen zwischen denen von Fuchs, der als geringste 
Zahl 2,7 Proz. findet, und jenen von Hijikata (1,1 Proz.). Ubereinstimmend 
sind auch die Kreatininwerte mit denjenigen von Mendel und Rose, Underhill 
und Bogert. Der Allantoinquotient wurde von Stransky*) etwas héher als 
von mir bestimmt, und zwar zu 7,5 bis 9 Proz. des Gesamt-N. Uber den 
Harnséure- und Oxyproteinsdurequotient habe ich in der Literatur keine 
diesbeziiglichen Angaben gefunden. 


Il. 

Bei der Besprechung der Versuchsergebnisse bei den Kaninchen, 
die unter verschiedenen Ernéhrungsbedingungen gehalten worden waren, 
wenden wir zuerst unsere Aufmerksamkeit der Gesamt-N-Ausscheidung 
zu. Bei meinen drei Tieren stand die gesamte N-Ausscheidung im 
Einklang mit den Schwankungen des Kérpergewichts und daher mit 
der Zusammensetzung der Nahrung. Das erste Kaninchen bekam eine 
stickstoffarme Kost, verlor sehr langsam an Gewicht und zeigte taglich 
eine ziemlich konstante N-Ausscheidung. 

Das zweite, das bei stickstofffreier Diat gehalten wurde, biBte 
sehr rasch sein Kérpergewicht ein. Seine N-Bilanz war deswegen 
negativ und die Menge des ausgeschiedenen N nahm von Tag zu Tag 
ab. Das dritte Tier, das eine stickstoffreiche Nahrung bekam, zeigte 
eine positive N-Bilanz und nahm an Gewicht zu. 


Gelegentlich der N-Ausscheidung des zweiten Tieres scheint mir eine 
kurze Besprechung der vielumstrittenen Frage der prdmortalen N -Steigerung 


4) Le. 
2) Stransky, diese Zeitschr. 138. 
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angebracht und gerade deshalb, weil fiir diesen Fall einige Bemerkungen 
vielleicht von Interesse sein kénnen. Nach den alten Anschauungen der 
Voitschen Schule (die in den alten Lehrbiichern von Neumeister, v. Bunge, 
Hammarsten Ausdruck finden) ist die pramortale N -Steigerung bei fastenden 
Tieren oder bei Tieren mit unzureichender EiweiB- und Kohlehydratdiat 
dadurch bedingt, da8 wihrend des Hungers zuerst das Glykogen, dann 
die Reservefette des Kérpers verbrannt werden; wenn diese vollstandig 
verzehrt sind, dann erst wird das Eiwei8 der Zellen angegriffen. Zahlreiche 
Versuche haben aber nachgewiesen, daB dieser Begriff nicht genau der 
Wahrheit entspricht, weil man bei verschiedenen Tieren, die infolge lang- 
dauernden Fastens zugrunde gegangen sind, noch betrachtliche Mengen 
Fett im Mesenterium, in den verschiedenen Organen und in dem Unterhaut- 
bindegewebe gefunden hat. Auch bei den Tieren, bei denen makroskopisch 
kein Fett nachweisbar war, hat die chemische Analyse gezeigt, daB die 
Trockensubstanz noch 2 bis 3 Proz. Fett enthielt. Vielleicht sind diese 
Zahlen auch als zu niedrig zu beurteilen, da die damaligen (1899) Extrak- 
tionsmethoden noch ziemlich unvollkommen waren. 

Angesichts dieser Tatsachen haben Hrw. Voit und seine Schule’) die 
oben erwahnte Theorie in dem Sinne geindert, da der Fettmangel nicht 
als ein absoluter, sondern als ein relativer zu betrachten ist, d. h. daB das 
Fett, welches eiweiBschiitzend wirkt, nicht das in den Fettreservoiren des 
K6rpers abgelagerte Fett, sondern das aus den Reservoiren abgeschmolzene 
und in dem Saftestrom der Zellen zirkulierende Fett ist. Diese zirkulierende , 
Fettmenge steht nicht direkt im Verhiltnis zu der in den Reservoiren 
befindlichen; je geringer die Fettmenge in den Reservoiren, desto weniger 
Fett gelangt in die Zirkulation. Ist infolge Hungers der Fettgehalt des 
K6rpers bis auf eine bestimmte Grenze gesunken, so erganzt sich der Verlust 
des zirkulierenden Fettes nicht mehr so leicht, wenn auch noch Fett in 
Reservoiren vorhanden ist; es nimmt dann die Fettzersetzung ab und die 

tiweiBzersetzung beginnt zu steigen. So bildet sich die primortale N- 
Steigerung aus. Im Gegensatz dazu meint Schulz*), daB die Ursache der 
pramortalen N-Steigerung weder in einem absoluten noch in einem relativen 
Fettmangel zu suchen sei, sondern sie sei durch die Unfahigkeit der durch 
die Unterernahrung geschiidigten K6érperzellen, stickstofffreie Substanzen 
umzusetzen, bedingt. Die so tief geschidigten Zellen sind nicht mehr 
imstande, sich zu erholen, und fallen daher dem Tode anheim. Dann wird 
das ZelleneiweiB leichter angreifbar sein als das Fett, und dadurch wird 
eine vermehrte N-Ausscheidung verursacht. Gegen diese Ansicht erwidert 
die Miinchener Schule, daB es unwahrscheinlich scheint, daB die Kérper- 
zellen, wenn sie einen Teil der eigenen EiweiBkorper eingebiiBt haben, 
absterben. Vor dem Absterben der einzelnen Zellen hért die Tatigkeit 
des gesamten Organismus auf, da durch die verminderte Zersetzung nicht 
mehr geniigende Energie fiir die Wiarmebewegung, Atem- und Herz- 
bewegung usw. geliefert wird. Ferner beginnt in einigen Fillen die N- 
Steigerung schon bei einem sehr geringfiigigen Verlust an EiweiB und 
wahrt langere Zeit. 

So weit die Angaben der Literatur! Fragen wir uns jetzt, wie 
sich auf Grund derselben die Resultate unserer Versuche erklaren lassen. 


Zuerst kann man beim Versuchstiere Tabelle Il weder von Hunger 


1) Erw. Voit, Zeitschr. f. Biol. 41; M. Kaufmann, ebendaselbst. 
*) Fr. Schulz, ebendaselbst; Pfliigers Arch. f. Physiol. 114. 
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noch von unzureichender Nahrung in absolutem Sinne sprechen, da 
es taglich die notwendige Menge von Kalorien zu sich genommen hat. 
Wenn es sich bei diesem Tiere um eine Einschrankung in der Nahrung 
handelte, so betraf sie nur die stickstoffhaltige Kost. Unter diesen 
Bedingungen verhielt sich das Tier in bezug auf seine N-Bilanz ganz 
genau so wie ein Hungertier. Der einzige Unterschied war der, daB 
die praimortale N-Steigerung erst nach 21 Tagen eintrat, wahrend 
dieselbe bei Hungertieren in der Regel am Ende der ersten oder langstens 
Mitte der zweiten Woche aufzutreten pflegt. Das Tier schien eine 
solche kiinstliche Ernahrung ziemlich gut zu vertragen. Erst in den 
letzten Lebenstagen, da bereits ausgesprochene Kachexie eingetreten 
war, konnte man Durchfall bemerken. 

Ich glaube, daB in diesem Falle von einem Fettmangel, auch von 
einem relativen, kaum die Rede sein kann. Das Tier, das sich in einem 
ganz guten Ernahrungszustande befand, hatte auBer dem eigenen 
Reservefett die mit der Kost taglich verabreichte Menge Fett und 
Kohlehydrate zur Verfiigung. Wenn bei dem Tiere die Méglichkeit, 
das zugefiihrte Brennmaterial zu verwerten, bestanden hatte, so miBte 
nach einer kurzen Periode, die durch gréBeren N-Verlust charakterisiert 
ist, seine tagliche N-Ausscheidung die Abnutzungsquote nicht tiber- 
schreiten und der Tod infolge zunehmender Kachexie eintreten. Das 
ist aber bei meinen Versuchen nicht der Fall. Es scheint mir daher 
die Annahme berechtigt, daB nach den ersten Versuchstagen eine 
solche Schadigung der Kérperzellen eingetreten war, daB diesen die 
Ausnutzung von Fetten und von Kohlehydraten nicht mehr méglich 
war. Ob diese so rasch eintretende Schaidigung der Kérperzellen bei 
einer solchen Diat der Regel entspricht oder einen Ausnahmefall dar- 
stellt, méchte ich dahingestellt sein lassen. In der Literatur sind dariiber 
allzu spairliche Angaben zu finden. Ohne Zweifel aber ist eine solche 
Reaktion auf EiweiBentziehung haufiger bei Kaninchen als bei Hunden. 
Als Stiitze fiir diese Annahme méchte ich an die Befunde verschiedener 
pathologischer Anatomen erinnern, die bei Tieren und Menschen, 
welche an Hunger gestorben sind, in den parenchymatésen Organen, 
besonders in der Leber, sowie in den Muskeln, die verschiedensten 
degenerativen Veranderungen, besonders Fettentartung, nachweisen 
konnten. Es ist begreiflich, daB solche degenerierten Zellelemente 
die Fahigkeit, Kohlehydrate und Fette zu verbrennen, eingebiBt 
haben und selbst der Nekrose anheimfallen. 


Il. 
Betrachten wir nun die einzelnen stickstoffhaltigen Harnbestand- 
teile, so sehen wir, daB der Harnstoffquotient bei den Fallen I und I 
eine Erniedrigung, bei dem Falle III eine Erhéhung erfahren hat. 
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Dasselbe haben zahlreiche Forscher beim Hunde _beobachtet 
[Schéndor}ff*), Oesterberg und Wolf?), Have und Hawke*) usw.]; die 
Schwankungen der Harnstoffprozente aber sind bei den oben genannten 
Autoren viel betrachtlicher als bei uns. So sank bei einem Hunde von 
Oesterberg und Wolf der Harnstoff von 90 bis auf 46 Proz., bei einem 
von Have und Hawke von 93 auf 63 Proz. Vielleicht ist diese Ver- 
schiedenheit der Befunde auf eine besondere Empfindlichkeit der 
Fleischfresser gegen EiweiBentziehung zuriickzufihren. 

Beim Menschen sah Folin*) bei méglichster Einschrankung des 
EiweiBstoffwechsels durch Verabreichung einer Staérke-Rahmkost den 
Harnstoff-N bis auf 58 Proz. des Gesamt-N absinken. Bei einem 
Irrsinnigen, der fast gar keine Nahrung zu sich nahm, hat Folin nur 
15 Proz., der Gesamt-N als Harnstoff, 40 Proz. als Ammoniak gefunden. 

Bei Kaninchen hingegen, sowohl bei fastenden (Matsuno, Joshikawa), 
wie bei Tieren mit stickstoffarmer oder stickstofffreier Diat (Schéndorff), 
hat man bestandig eine Erhéhung des Harnstoffquotienten gefunden. 
Hijikata hat zwischen fastenden und bei gemischter Kost gehaltenen 
Kaninchen keinen Unterschied nachweisen kénnen. Bei den Tieren 
mit stickstoffreicher Ernihrung finden die Autoren sowohl beim Hunde 
wie beim Kaninchen einstimmig eine VergréBerung des Harnstoff- 
quotienten. Wiahrend sich die Resultate von Schéndorff aus seiner 
Methode erklaren, die auBer dem Harnstoff verschiedene andere Sub- 
stanzen — welche bei fastenden Tieren einer Vermehrung fahig sind — 
mitbestimmt, kommt bei der Vergleichung meiner Befunde mit denen 
von Joshykawa und von Matsuno, die gleich mir die Mérner-Sjéquistsche 
Methode angewendet haben, diese Fehlerquelle nicht in Betracht. 

Erwahnenswert scheint mir noch das Verhalten der Unterschiede 
bei der Harnstoffbestimmung zwischen den Werten, welche man durch 
die Ureasemethode (korrigiert) einerseits und durch das von Mérner- 
Sjéquist angegebene Verfahren andererseits bekommt. Das letztere ergibt 
immer hohere Werte. Man kann im allgemeinen sagen, dab die Diffe- 
renzen desto gréBer sind, je niedriger der Harnstoffquotient ist. So 
z. B. in der Tabelle I finden wir die folgenden Werte: 66,8 Proz. (Urease), 
76,8 Proz. (Mérner), Differenz 10 Proz.; in der Tabelle I: 72,5 Proz. 
(Urease), 80 Proz. (Mérner), Differenz 7,5 Proz.; in der Tabelle III: 
82,6 Proz. (Urease), 84,8 Proz. (Mérner), Differenz 2,2 Proz. Solche 
starke Unterschiede kénnen nur darin eine Erklarung finden, daB bei 
den verschiedenen Zustinden die Mengen der stickstoffhaltigen Harn- 
bestandteile wechseln, die eben durch diese Methode als Harnstoff 


1) Schéndorff, Pfliigers Arch. f. Physiol. 117, 256. 

2) EB. Oesterberg und Ch. Wolf, diese Zeitschr. 5 u. 35. 
3) Have und Hawke, zit. nach Oesterberg. 

*) O. Folin, Amer. Journ. of Phys. 18. 
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mitbestimmt werden. Als solche gelten Allantoin, das Kreatinin und 
die Hippursdure. Schon vor langerer Zeit hat Poduschka') nachgewiesen, 
da es durch das Verfahren von Moérner-Sjéquist méglich ist, reine 
wasserige Allantoinlésungen quantitativ zu bestimmen. Schéndorff?) 
fand seinerseits, daB das Allantoin durch Erhitzen auf 150° mit kon- 
zentrierter Phosphorsdiure seinen ganzen N als NH, liefert, wahrend 
von dem Kreatinin nur ein Viertel und von der Hippursiure nur Spuren 
von N abgespalten werden. Es ist aber auch sicher, daB bei der Destil- 
lation in Gegenwart von starker Natronlauge aus dem Kreatinin und 
der Hippursiure noch weiter N abgespalten wird. Hingegen hat Po- 
duschka gezeigt, daB sich aus Harnlésungen des Allantoins dieses nur 
zum Teil durch das Alkohol-Athergemisch wiedergewinnen laBt. Es 
scheint, daB die anderen Harnelemente die Fiallung des Allantoins 
erleichtern. Im Harn von Tieren bei stickstofffreier Nahrung hat 
Wiechowski*) eine betrachtliche Vermehrung der Allantoinausscheidung 
(8 Proz. des Gesamt-N) gefunden. Auch das Kreatinin erfahrt beim 
Hunger oder bei stickstofffreier Fiitterung eine Steigerung. Mendel 
und Rose‘) haben bei Kaninchen, die bei ausschlieBlicher Kohlehydrat- 
nahrung gehalten wurden, eine starke Vermehrung des Kreatiningehaltes 
des Harns, der 12 bis 13 Proz., sogar 32,5 Proz. des Gesamt-N erreichte, 
gefunden. Parallel mit dieser Steigerung ging eine Erhéhung des 
Kreatingehaltes der Muskeln einher. Hingegen haben noch diese Autoren 
gefunden, daB bei Tieren mit ausschlieBlicher Fettfiitterung sowie 
bei Hungertieren die Kreatininausscheidung eine viel geringere ist 
(4 bis 9 Proz.) [Mendel und Rose), Underhill®) Underhill und Bogert’)|. 
Beziiglich einer Vermehrung der Hippursdure unter solchen Bedin- 
gungen habe ich keine Angaben in der Literatur finden kénnen. Aus 
dem Obigen ist es leicht verstindlich, daB die Steigerung des Allantoins- 
und Kreatiningehaltes des Harns bei der Harnstoffbestimmung zu 
einem vergréBerten Unterschied zwischen den Resultaten beider 
Methoden fiihren mu, und derselbe desto gréBer sein wird, je kohle- 
hydratreicher das Futter ist. So kann man sich erklaren, daB bei dem 
ersten Kaninchen (Kartoffelfiitterung) die Differenz Mérner—Urease 
gréBer als bei dem zweiten (Ol-Zuckeremulsion) war. 


Beziiglich des Unterschiedes zwischen den Morner- und Urease- 
werten ist bei dem Kaninchen II noch eine interessante Beobachtung 


1) R. Poduschke, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 44. 

*) Schéndorff, Pfliigers Arch. f. Physiol. 62, 48. 

3) Wiechowski, in Neubauer-Hussert, Die Analyse des Harns. 

4) L. B. Mendel and W.C. Rose, Journ. of biol. Chem. 10, 235. 
5) Dieselben, 1. c. 

6) F. V. Underhill, Journ. of biol. Chem. 27. 

7) Le. 
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gemacht worden, d. h. daB dieser Unterschied in den letzten Lebens- 
tagen des Tieres abnimmt und bei der prémortalen N-Steigerung, wie 
bereits Matsuno (l.c.) gefunden hat, beinahe verschwindet. Es ist wahr- 
scheinlich, daB wahrend der auBersten pramortalen Kachexie auch 
die Bildung oder die Ausscheidung jener Substanzen, die durch die 
Mornersche Methode mitbestimmt werden, aufhért oder auf ein Minimum 
sinkt. Diesbeziiglich sind in der Literatur nur Angaben iiber die Krea- 
tininausscheidung zu finden. Versuche von amerikanischen Forschern 
haben gezeigt, daB wahrend der letzten Lebenstage eines Hungertieres 
oder eines nur mit Fett gefiitterten Tieres, besonders bei der pri- 
mortalen N-Steigerung, die Menge des ausgeschiedenen Kreatinins 
sinkt und auch verschwinden kann, wahrend die Kreatinausscheidung 
zunimmt. Beziiglich des Allantoins wissen wir nichts Bestimmtes; 
es ist aber nicht unwahrscheinlich, da etwas Ahnliches auch mit dieser 
Substanz geschieht, d. h. daB in der stiirmischen primortalen N-Aus- 
scheidung die Purinkérper ihren Metabolismus nicht vollenden, ihre 
Spaltung nicht bis zur letzten Stufe — das Allantoin — geht, sie viel- 
mehr in einem fritheren Stadium ausgeschieden werden. 


In enger Beziehung zu der Harnstoffausscheidung steht das 
Ammoniak. 


Bei den verschiedensten pathologischen Zustiinden, wo eine Ver- 
minderung des Harnstoffquotienten zu bemerken ist, findet man fast 
regelmaBig eine Vermehrung des NH,. Dies tritt bei schweren Leber- 
schidigungen, bei Schwangerschaft usw. ein. Das ist auch bei unseren 
Versuchen in geringem Umfange der Fall. Das zweite Kaninchen 
zeigte besonders eine merkliche und fortschreitende Steigerung des 
NH,-Quotienten, besonders ausgesprochen bei der pramortalen N- 
Steigerung. Bei dem mit Milch gefiitterten Kaninchen hingegen war 
eine solche Steigerung nicht nachweisbar. Nur eine Probe hat einen 
NH,-Quotienten von 4,3 Proz. gegeben, aber es ist in diesem Falle 
méglich, daB der Harn, der durch 24 Stunden unter Toluolzusatz auf- 
bewahrt worden war, schon etwas vergoren war. Dieselben Resultate 
haben Underhill und Bogert bei Kaninchen bei stickstoffarmer Fiitterung, 
und Mendel und Rose und Fuchs bei fastenden Tieren gefunden. Joshy- 
kawa, Hijikata finden im Gegenteil so kleine Unterschiede, daB von 
einer Steigerung des N H,-Quotienten kaum die Rede sein kann. Seit 
langem hat man eine vermehrte NH,-Bildung als Ausdruck einer 
Azidosis des Organismus angesehen, weil man diese vermehrte N H,- 
Ausscheidung in jenen Zustanden nachgewiesen hat, die mit einer 
gesteigerten Cy einhergehen. Als solche sind das Fieber, die neoplastische 
Kachexie, der Hunger, die Schwangerschaft usw. zu betrachten. Die 
Beziehungen zwischen den verschiedenen Ernaihrungsarten und die 
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H-Ionenkonzentration haben Hasselbach und seine Mitarbeiter!) klar- 
gelegt. Sie haben naimlich gefunden, daB eine kohlehydratreiche Diat 
(besonders eine solche ausschlieBlich aus Kohlehydraten und Fett 
bestehende) die H-Ionenkonzentration herabsetzt, wahrend eine Fleisch- 
diat dieselbe zu steigern vermag. 

Auch bei Kaninchen war dieselbe Regel giiltig, und zwar je kohle- 
hydratreicher die Kost, desto kleiner die Cy und daher die N H,-Aus- 
scheidung. Ferner hat derselbe Autor nachweisen kénnen, daB sich 
bei Menschen im Zustande von chronischer Unterernéhrung, auch 
wenn die Diat eine gemischte war, ein saurer Harn mit gesteigerter 
NH,-Zahl zeigte. 

Bereits altere Versuche des Schmiedebergschen Laboratoriums 
haben gezeigt, daB Fleischfresser einen héheren Grad von Siaure- 
festigkeit besitzen als Pflanzenfresser, offenbar, weil sie viel leichter 
imstande sind, Ammoniak zum Schutze gegen die Séure zu mobilisieren. 

Wollen wir nun unsere Resultate auf Grund dieser Versuche 
beurteilen, so sehen wir, daB unsere zwei Faille, trotzdem die Diat aus 
Kohlehydrat und Fett bestanden hat, immerhin eine merkliche Azidosis 
gezeigt haben. Unsere Tiere haben sich immer wie Hungertiere ver- 
halten, und daher ist diese Azidosis, wie auch Underhill und Bogert 
gelegentlich der Kreatininausscheidung bei Kaninchen bei Korn- 
fiitterung beobachtet haben, als Ausdruck einer Untererndhrung zu 
beurteilen. 

Die Ausscheidung der Aminosduren (formoltitrierbare Substanzen) 
scheint von der stickstoffarmen bzw. stickstofffreien Diit nicht be- 
einfluBt zu werden. Hingegen erfahren dieselben bei der Milchdiat 
eine Erniedrigung. Auch Fuchs, Hijikata, Joshykawa haben bei fastenden 
Kaninchen fast die gleichen Aminosiurewerte wie bei Kaninchen mit 
normaler Fiitterung gefunden. 

Die Allantoinausscheidung des Tieres bei Milchdiaét war niedriger 
als normalerweise. Dieser Befund steht in Zusammenhang mit der 
Ernahrung, da dieselbe als praktisch purinfrei zu betrachten und daher 
die Allantoinausscheidung auf den endogenen Ursprung beschrinkt 
ist. Das Vorhandensein von Allantoin in dem Harn, der durch 20 Tage 
portionsweise gesammelt wurde und der durch die Gairung des Harn- 
stoffes bereits stark alkalisch war, und zwar in demselben Verhiltnis 
wie bei den einzelnen Tagesportionen, zeigt, daB die von Wiechowski 
und Stransky (l.c.) beobachtete Allantoinzerstérung im Harn unter 
Oxalsaiurebildung unter Umstiainden auch im alkalischen Harn® aus- 
bleiben kann. 


1) Hasselbach und Gammeltoff, diese Zeitschr. 68, 206; Hasselbach, 
ebendaselbst 46 u. 74. 
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Ahnlich wie das Allantoin verhilt sich die Harnsaure, die bei 
Milchdiét abnimmt. Das Gesamtkreatinin, die Hippur- und Oxy- 
proteinsiure zeigen in ihrer Ausscheidung keine Abweichung von 
der Norm. 


Zusammenfassung. 


1. Kaninchen mit stickstoffarmer bzw. stickstofffreier, aber fett- 
reicher Nahrung gefiittert, verhalten sich hinsichtlich der N-Verteilung 
genau so wie Hungertiere. 

2. Bei einer solchen Ernahrung sinkt der Harnstoffquotient, wihrend 
die N H,-Zahl ansteigt. Die maBige Steigerung des NH,-Zahl ist als 
Ausdruck einer Azidosis infolge Untererniahrung zu beurteilen. Bei 
der stickstoffreichen Nahrung steigt der Harnstoffquotient, wahrend 
die NH,-Zahl die gleiche bleibt. 

3. Die Ausscheidung der Aminosduren wird von stickstoffarmer 
bzw. stickstofffreier Diait nicht beeinflu8t. Bei der Milchdiat erfahrt 
dieselbe eine Erniedrigung. 

4. Die Harnstoffbestimmung im Kaninchenharn nach der Urease- 
methode pflegt wesentlich niedrigere Werte zu ergeben als die Be- 
stimmung nach Mérner-Sjéquist. Dieser Unterschied tritt um so deut- 
licher zutage, ein je niedrigerer Bruchteil des Gesamt-N als Harnstoff 
auftritt. Bei der praimortalen N-Steigerung verwischt sich derselbe. 
Er ist geringer bei stickstoffreicher Ernahrung (Milchfiitterung). Dieser 
Unterschied erscheint durch die Ausscheidung von Harnbestandteilen 
bedingt, welche im Anfangsstadium des Hungers reichlich, bei Milch- 
fiitterung sowie im Stadium der priimortalen N-Steigerung aber sparlich 
auftreten. Als solche dirften in erster Linie das Allantoin und das 
Kreatinin in Betracht kommen. 
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Suspension von PreBhefe in Wasser gesetzt werden, verfolgt. Wir haben 
dabei nur das Verhalten von (aus dem Zucker gebildetem) Athylalkohol 
in statu nascendi untersucht, einerseits, wenn nur der Luftsauerstoff zu 
der Versuchssuspension Zutritt hat, und andererseits, wenn eine 
Sauerstoffschiittelung derselben vorgenommen wird. 

In den vorliegenden Versuchen haben wir uns festzustellen bemiiht, 
wie sich zu einer Suspension von Hefe in Wasser direkt zugesetzter 
Athylalkohol verhalt. Die verwendete Versuchsmethodik war dieselbe, het 


wie die in den Teilen I und II (s. die friiheren Mitteilungen) benutzte. a 
> 


1) Diese Zeitschr. 141, 310 und 342, 1923. 
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Literaturangaben iiber die Assimilierbarkeit des Alkohols. 


Laurent ') stellte 1890 eine eingehende Priifung derjenigen Substanzen, 
die fiir die Hefe als Kohlenstoffnahrung verwendbar und nicht verwendbar 
sind, an. Er fand dabei, da® unter anderen Substanzen Athylalkohol nicht 
assimilierbar ist. P. Lindner hat die meisten Versuche tiber die Assimilier- 
barkeit des Alkohols ausgefiihrt. 1912%) konnte er berichten, daB Athy!- 
alkohol ein mehr oder weniger ausgezeichneter Nahrstoff fiir verschiedene 
Pilze ist. Das Wachstum mancher Hefen, besonders Kulturhefen, war 
in Alkohol kraftiger als in den Zuckerarten. fF. Ehrlich*) lieB Tyrosin- 
lésungen in Gegenwart verschiedener Stoffe vergiren und erhielt bei An- 
wendung wilder Hefe unter Zusatz von Athylalkohol auffallend gute Hefe- 
ernten. Lindner*) bezeichnet den Alkohol als Grundsubstanz fiir Fett. 
Fettbildner ziehen Alkohol lebhaft an und synthetisieren ihn in Gegenwart 
von Sauerstoff zu Fett. Nicht-Fettbildner verwenden ihn zum Aufbau 
der Zellen und des Plasmas aber nur bei Sauerstoffzutritt >) (Lindner). 
Je karglicher die N-Nahrung ist, desto langsamer wird die Sprossung 
und desto starker die Verfettung. Wenn die Zellen in lufthaltiger Lésung 
sehr vereinzelt liegen, kénnen sie sich mit Sauerstoff reichlich versehen 
und geben den Alkohol nicht erst an die Lésung ab, sondern verarbeiten 
ihn gleich. Sind die Zellen aber nahe aneinander gelagert, sproBt die Hefe, 
aber Fett wird nicht mehr gebildet. Alkohol ist ausgezeichnet geeignet 
zur Bildung von Fett in der Hefe und kann ein wichtiger Baustein fiir die 
Zelle werden. Die Behauptung von Trier, daB der Alkohol lediglich wie 
ein Exkrement ausgestoBen wird, ist falsch*). Bokorny’?) machte wiederholt 
Versuche, um Fett aus Zucker (durch Vergiarung) in PreBhefe zu gewinnen. 
Er konnte aber keine bedeutende Bildung konstatieren. Reiche Sauerstoff- 
zufuhr ergab keine Erhéhung, und er gelangte zu dem Resultat, daB die 
PreBhefe fiir eine Fettbildung nicht giinstig ist. Als ausgiebige Stickstoff- 
quelle verwendete er Pepton, Harn und Ammonsulfat. Lindner *) fand 
dagegen, daB PreBhefe bei reichlichem Luftzutritt Alkohol unter Bildung 
von Fett assimiliert; am besten in mineralischer Nahrlésung mit karger 
Stickstoffquelle. Alkoholdimpfe werden von Zellen, die ohne Nahrlésung 
auf Glasplatten ausgebreitet sind, assimiliert. 


Zusammenfassend kénnen wir sagen, dap die Assimilierbarkeit 
des Alkohols zu Bestandteilen der Zelle und des Plasmas und zu Fett 
konstatiert worden ist. Die Assimilation verlauft nur in Gegenwart von 
Sauerstoff; je karglicher die N-Nahrung ist, desto langsamer wird die 
Sprossung und desto stirker die Verfettung. 


') E. Laurent, Ann. Soc. Belge de Microscopie 14, 29, 1890. 

2) P. Lindner und Cziser, Wochenschr. f. Brauerei 29, 1, 1912. 

3) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 36, 47, 1911. 

4) P. Lindner, Zeitschr. f. techn. Biol. 9, 100— 107; C. 1921, ILI, 8. 961. 

5) Derselbe, Zeitschr. f. angew. Chem. 35, 110—114; C. 1922, I, 8. 113. 

6) Derselbe, Ber. d. deutsch. botan. Ges., 37. Generalversammlungs- 
heft, S. 34—40. 

*) Th. Bokorny, diese Zeitschr. 75, 346—375, 1916; Botan. Zentralbl. 
85, 1. Abt., S. 171—181, 1918. 

8) P. Lindner, Zeitschr. f. techn. Biol. 7, 68—78, 1919; C. 1920, I, S. 430. 








456 H. Lundin: 


Versuch 1, 2 und 38. 


st 
Versuchsdaten. N 
A. Hauptproben. 50g PreBhefe und 490 ccm destillierten Wassers und A 
10 cem 96proz. Alkohollésung (7,6 g) = 535 cem Totalvolumen wurden im 
Sauerstoffstrom wihrend der unten angegebenen Zeiten geschiittelt. 
Reaktion der Versuchsfliissigkeit neutral. 
Trockensubstanz der verwendeten Hefe rund 25 Proz. st, 
Totale Versuchszeit: wr 
Versuch 1... .. 9,3 Stunden. fli 
e Be oieg Se hors, w cae _ we 
s Bi ain acintg) 5 cee Me 
Die entwickelte Kohlensiure wurde wie vorher (s. Teil I) in drei Baryt- 
vorlagen aufgefangen. In verschiedenen Stadien der Versuche wurde 
der Alkoholgehalt wie vorher nach Nicloux bestimmt. Er betrug in: - 
Versuch 1 nach 9,3 Stunden. ... . 5,6g ge 
ane : eee | Pe 0 ep ae 5 eee G 
ee - eer . ee 6 <b ee | 
are | as yorowe:  * or 
‘< e x Naren aad, de 
ke 


Von dem Sauerstoffstrom wird kein Alkohol in den Vorlagen mit- 
gerissen. Die Ziffern beziehen sich auf das urspriingliche Volumen (535 ccm) al 
der Versuchssuspension. 


B. Blindproben. 50g PreBhefe und 500ccm destillierten Wassers 
= 535 ccm Totalvolumen wurden genau so wie die Hauptprobe behandelt. K 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit neutral. 

Wenn wir die in den Blindproben gefundenen Kohlensiuremengen 
von denjenigen der Hauptproben abziehen, bekommen wir die Kohlen- 
sdurequantitaten, die auf Rechnung des zugesetzten Alkohols zu schreiben 
sind, : 

Die aus dem Alkohol oder dessen Umwandlungsprodukten gebildete 
Kohlensaure betrug in: 


Versuch 1 nach 1,15 Stunden. .... . 0,0lg 
%> 5,45 ” total. .:. 0,71 ¢g 


sy: 80 a weie iii ae 
Versuch 2 nach 3,15 Stunden. .... . 0,28¢ 
es Me total. . . 1,14g 
Versuch 3 nach 3,45 Stunden. .... . 2,4 g 
wa ee a total i...» £4 g 
js DBO ys iL ae 
js See spel AS figiat ec 8 tr ae 


Die groBe Alkoholzerstérung und Kohlensaiureentwicklung in dem 
Versuche 3 ist auffallend. Die Hefe war hier sehr kraftig, was unter anderem 
aus der ungewohnlich starken Selbstgérung oder Veratmung und damit 
Hand in Hand gehender Kohlensiureentwicklung in der Blindprobe B 
ersichtlich war. 


C. Gewéhnliche Garungsproben. 50g PreBhefe + 490 ccm destillierten 
Wassers + 10 cem 96proz. Alkohollésung = 535 cem Totalvolumen wurden 
zwecks Verteilung der Hefe in einem Kolben durchgeschiittelt und dann 
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ohne Verschlu8 neben den iibrigen Proben wahrend der ganzen Versuchszeit 
stehengelassen. Alle 2 oder 3 Stunden wurde kriiftig durchgeschiittelt. 
Nach den Versuchen wurden in den Versuchssuspensionen wie friither 
Alkoholbestimmungen ausgefiihrt: 
Versuch 1 nach 9,30 Stunden. 7,5 g Alkohol. 
= 2 aoe: » Ga eee a 

Zu den Proben sind 7,6 g Alkohol zugesetzt worden, und wir kon- 
statieren zunichst, daB die Hefe unter gew6hnlichen Garungsverhialtnissen, 
wenn Sauerstoff nicht extra zugefiihrt wird (jedoch darf die Versuchs- 
fliissigkeit in unmittelbarer Beriihrung mit der Luft stehen), Alkohol 
weder assimiliert noch auf andere Weise zerstért. 


Kohlenstoffbilanz der Proben A. 

Zu diesen Proben sind 7,6 g Alkohol, enthaltend 4,0 g C, zugesetzt 
worden. Bei den friiheren Zuckerversuchen (Teil I und Il) haben wir 
gefunden, daB Alkohol, aus demselben entstandene Kohlehydrate, 
Garungs- und Atmungskohlenséure samt einer unbedeutenden Menge 
organischer Sauren die einzigen Reaktionsprodukte darstellen. Wir sind 
deshalb hier berechtigt, da wir die Alkohol- und Kohlensiuremengen 
kennen, das in der unten befindlichen Bilanztabelle befindliche Manko 
als neugebildete Kohlehydrate zu bezeichnen. 


Tabelle I. 


Kohlenstoffbilanz des in den Proben A zugesetzten Alkohols und der aus 
demselben gebildeten Produkte. 


Versuch I: 
PIROROI ee se RR me Ba C =:  T3,OPrva. 
Bohienshure. ww. B= O40 e C=: 100 7, 
Neugebildete Kohlehydrate . . . 153g = 0,68g C= 17,0 ,, 
Alkohol zugesetzt. . ... . . 7,60g = 4,00g C = 100,0 Proz. 


Versuchszeit 9,3 Stunden. 


Versuch 2: 


AON OO OE ES B= BAe C = 83,5 Pros, 
Kohlensaure . . oe ete kph == OS a Cae: ET: ;, 


Neugebildete Kohlehydrate . . . 0,79g = 0,35g C a2: ., 
Alkohol zugesetzt. . . .. . . 7,60g = 4,00g C = 100,0 Proz. 
Versuchszeit 8,0 Stunden. 


Tabelle II. 
Kohlenstoffbilanz des Versuches 3. 
Nach 8 Stunden: 
Aleonol . . . 6 oc. tee « SR = Lg C = 26,0 Prog: 
Kohiensiure ........ . 44g=120gC= 20,0 ,, 
Neugebildete Kohlehydrate. . . 4,.0g=1,76g C= 44,0 ,, 


Alkohol zugesetzt. ..... . 7,6g = 4,00g C = 100,0 Proz. 
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Tabelle II, (Fortsetzung). 
Nach 15 Stunden: 


BABOROW 66 ee ee te oe ee = Oar CO = 15,7 Pree. 
Bobleiaiure . ...... 5 . Ot Lb660¢C — 39,0 -,, 
Neugebildete Kohlehydrate. . . 4,5g=1,97g C= 49,3 
Alkohol zugesetzt. ..... . 7,6g = 4,00g C = 100,0 Proz. 


Nach 23 Stunden: 


PERRO 65 6 acs) Gust oR el ee we ee OC =~ O00 Pros. 
te ner rereecarnermras as te a ae | een 
Neugebildete Kohlehydrate. . . 50g = 2,20g C= 55,0 ,, 
Alkohol zugesetzt. ..... .7,6g = 4,00g C = 100,0 Proz. 


Die verwendete Hefe besaB in 50g einen Trockensubstanzgehalt 
von rund 12g. Die (wiahrend des Versuches) durch die Assimilation 
eingetretenen Zunahmen betragen in Prozenten von der urspriinglichen 
Trockensubstanzmenge nach den Versuchen in: 

100. 1,53 


Versuch 1 12 Siar erate: Sy) 
me $ nach : 8 Stunden... .... 30: ,, 
15 38 
23 42 


Versuch 4. 
Versuchsdaten. 

A. Hauptprobe. 40g PreBhefe und 400 ccm Alkohollésung, enthaltend 
5,35 g Alkohol = 428cem Totalvolumen, wurden im Sauerstoffstrom 
wahrend 21 Stunden geschiittelt. 

Trockensubstanz der verwendeten Hefe 23,0 Proz. 

Totale Versuchszeit 20 Stunden. 

Keine Kohlensiure- und Alkoholbestimmungen wurden ausgefiihrt, 
dagegen wurde die Trockensubstanz ermittelt. Die ganze Versuchs- 
fliissigkeit wurde deswegen auf dem Wasserbade eingedampft und bei 105° 
zur Gewichtskonstanz getrocknet: Trockensubstanz 9,60 g. 

B. Blindprobe. 40g PreBhefe und 400cem destillierten Wassers 
wurden wie oben behandelt. Trockensubstanz 8,7 g. 

C. Gewéhnliche Gdérungsprobe. 40g PreBhefe und 400 c¢em Alkohol- 
lésung, enthaltend 5,35 g Alkohol = 428cem Totalvolumen, wurden in 
einem Kolben durchgeschiittelt und dann ohne Verschlu8 neben den 
Proben A und B wihrend der ganzen Versuchszeit stehengelassen; hier 
und da wurde durchgeschiittelt. Trockensubstanz 9,2 g. 

D. Blindprobe der Probe C. Wie B, aber ohne Sauerstoffschiittelung. 
Trockensubstanz 9,2 g. 

E. Trockensubstanzbestimmung der Hefe. 40g PreBhefe wurden sofort 
auf dem Wasserbade eingedampft und bei 105° getrocknet. 

Trockensubstanz 9,3 g. 
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Gegeniiberstellung der ermittelten Trockensubstanzmengen: 
Pn Ae oe eee Gen. « 
” eh hee eens ¥en 
ae on eb ceo ee ee eee 
D. 
EK 
Die urspriingliche Hefe enthalt 9,3 g Trockensubstanz (E). In C 
und D ist eine kleine Selbstgirung eingetreten und in B wegen des 
zugefiihrten Sauerstoffs eine starke. Nur in A ist eine kleine Alkohol- 
assimilation eingetreten, die in einer Neubildung von 9,6 — 8,7 = 0,9 g 
Kohlehydrate resultierte. 


Kohlenstoffbilanz der Probe A. 
Neugebildete Kohlehydrate C,H,,0; . 0,90g = 0,40g C = 14,5 Proz. 
Alkohol + Kohlenséure ...... 2,39¢ C S65... 
Alkohol zugesetzt . . . . . . . « §,35g = 2,79g C = 100,0 Proz. 
In Prozenten von der Troc kensubstanz der Probe E betragt die 
; 0,9 . 100 
Zunahme in A = 10 Proz. 
9,3 
Zusammenfassung. 

Das Vermégen der PreBhefe, direkt zugesetzten Alkohol zu assi- 
milieren, ist bei Sauerstoffzufuhr und ohne diese untersucht worden. 
Dabei wurde eine Suspension von PreBhefe in destilliertem Wasser 
mit Athylalkohol (1,42 g und 1,25 g pro 100 ccm) versetzt. Die Hefe- 
konzentration war in allen Versuchen 9,35 g gewohnlicher Handelshefe 
(mit etwa 20 Proz. Trockensubstanzgehalt) pro 100cem. Der Hefe 
wurde keine Stickstoffnahrung geboten. Von den Suspensionen standen 
einige an der Luft und die anderen wurden mit Sauerstoff geschiittelt. 
Versuchstemperatur 13 bis 20°C; Versuchsdauer 8 bis 23 Stunden. 


1. Die filtrierten Versuchsfliissigkeiten enthielten nur sehr wenig 
Trockensubstanz, da aus dem zugesetzten Alkohol entweder gar keine 
neuen Verbindungen oder nur Kohlenséiure und Assimilationsprodukte 
der Hefe entstanden und da die Hefe nur sehr wenig Stotfe an die 
Lésung abgab (s. Teil 1). 

2. In den Fallen, wo die Versuchsfliissigkeit nur in Berithrung 
mit der Luft stand und wo Sauerstoff nicht extra zugefiigt wurde, trat 
keine Assimilation des zugesetzten Alkohols ein. 

3. Nur bei Sauerstoffschiittelung fand eine Assimilation eines Teiles 
(in einem Falle des gesamten) Alkohols statt. Was unten iiber die Assi- 
milation gesagt wird, bezieht sich also nur auf die sauerstoffgeschiittelten 
Proben, wo die Alkoholkonzentration immer niedrig war (1,42 g pro 
100 ccm). 
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4. Die Assimilation bedingte eine T'rockensubstanzzunahme der 
Hefe bei gleichbleibender Zellenzahl (keine N-Nahrung, vgl. Teil I, Ver- 


_ 


such 4) von 7 bis 40 Proz. der urspriinglichen Menge. In Versuch 3 
war die Assimilation bedeutend starker und schneller als in den tibrigen 


Versuchen. 


5. In Analogie mit den Resultaten in Teil I und II diirften die 
Assimilationsprodukte nur aus Kohlehydraten C,H,)0; bestehen. Eine 


Fettbildung dirfte nicht eingetreten 


sein. 


6. Aus der Kurve 2 der Abbildung ist ersichtlich, daB die neu- 
gebildeten Kohlehydrate, solange noch Alkohol in der Versuchsfliissig- 


keit vorhanden ist, zunehmen. 


7. Ob eine direkte Oxydation des Alkohols zu Kohlensiure und 
Wasser eingetreten ist, ist nicht konstatiert worden. Nach den Ver- 
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Abb. 1. Diagramm iiber die Verteilung des in Form 
von Athylalkohol zugesetzten Kohlenstoffs auf den 
intakt gebliebenen Alkohol und auf die aus dem 
Alkohol entstandenen Produkte, Kohlehydrate 
CgH,O; und Kohlensaéure in dem Versuch Nr. 3 
(Sauerstoffschiittelung). — Die durch die Assimila- 
tion aus dem Alkohol entstehenden Kohlehydrate 
(Kurve II) nehmen unaufhGrlich zu, so lange noch 
Alkohol vorhanden ist. Erst nachdem er ver- 
schwunden ist, fangen sie an, auf Grund der Atmung 
abzunehmen. — Wenn die Ordinaten der drei 
Kurven I, II und III bei einer bestimmten Abszisse 
addiert werden, wird die Zahl 100 erhalten. — 
Die Ordinaten der Kurve IV reprisentieren die 
Summe der Ordinaten von I] und III. Die Kurve IV 
reprasentiert das Ausmafs der Assimilation, welche 
stattgefunden hatte, wenn keine Verbrennung von 
Assimilationsprodukten _zu Kohlensaéure (und 
Wasser) erfolgt ware. 





suchen der Teile I und II dieser 
Abhandlung findet eine solche 
bei Sauerstoffschiittelung von 
Alkohol in statu nascendi nicht 
statt, und es scheint deshalb be- 
griindet, anzunehmen, daB es 
sich auch hier um keine solche 
handle. 

8. Wenn wir also annehmen, 
daB keine direkte Oxydation 
des Alkohols stattfindet, ersehen 
wir aus den Tabellen und der 
Kurve 3, daB sich parallel mit der 
Assimilation eine Veratmung von 
Teilen der neugebildeten Kohle- 
hydrate volizieht. Die Kurve 4, 
die durch Addition der Kurven 2 
und 3 erhalten worden ist, stellt 
die Assimilation dar, wie sie sich 
abspielen wiirde, wenn keine 
Veratmung von Teilen der Assi- 
milationsprodukte _eingetreten 
ware. Auch diese Kurve zeigt 
eine Steigerung, so lange noch 
Alkohol vorhanden ist. 


9. Die Assimilation ist am stirksten im Anfang der Versuche 


(Kurve 2 und 3). 


10. Uber die nahere Zusammensetzung der neugebildeten Kohle- 
hydrate sind keine Untersuchungen ausgefiihrt worden. In Analogie 
mit den Resultaten der Teile I und II diirfte die Hefe vermutlich auch 
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hier die Assimilation so geleitet haben, da8 ihre Kohlehydrate immer 
aus ungefihr gleichen Teilen ,,leicht‘‘ und ,,schwer hydrolysierbaren 
Verbindungen bestehen. Nur die ersteren, die hauptsiichlich aus 
Glykogen bestehen, kénnen veratmet werden (s. Teil II, Zusammen- 
fassung 10, 11 und 12). 

11. Um eine Assimilation des direkt zugesetzten Alkohols durch- 
fiihren zu kénnen, muB die Hefe, da Alkohol im Verhaltnis zu den 
Assimilationskohlehydraten ein stark reduzierter K6érper ist, reichliche 
Mengen von Sauerstoff zur Verfiigung haben. Bei dieser Assimilation, 
die wir in Teil I als eine Atmungs- oder Verbrennungsstufe bezeichnet 
haben, wird ungefaibr ein Drittel des totalen Energiegehaltes des 
Alkohols frei; die restlichen zwei Drittel der Energie werden bei der 
Veratmung der gebildeten, leicht hydrolysierbaren Kohlehydrate der 
Hefe zum Teil zur Verfiigung gestellt. 

Die Verwertung des Alkohols durch die Hefe verlaiuft demnach 
nach folgendem Schema: 


Assimilation 





Alkohol + O —> , leicht“ + ,schwer* hydrolysierb. Kohlehydrate + Energie 
(Reservestoffe) (Zellenbestandteile) 


+0 , Atmung 


Y 
Co, + H,O + Energie. 





12. Was die Bestimmung der Menge der infolge der Assimilation 
neugebildeten Kohlehydrate betrifft, so muB man durch Blindversuche 
die bei der Lebenstatigkeit der Hefe ohne Alkoholzusatz veratmeten 
Kohlehydrate ermitteln und in Rechnung setzen. In den Alkohol- 
proben findet auBer dieser Atmung noch eine Verbrennung von Teilen 
der neugebildeten, ,,leicht‘* hydrolysierbaren Kohlehydrate statt, so 
daB die Kohlensiureentwicklung der Hauptproben immer gréBer als 
die der Blindproben ist. 


13. Wenn Alkohol zugesetzt wird, nehmen die Zellen infolge der 
Assimilation an GréBe zu (bei konstanter Zelenzahl) und verbrauchen 
dann fiir das Erhalten des Lebens eine gréBere Energiemenge als solche 
Zellen, denen kein Alkohol zugesetzt wird und welche also keinen 
Zuwachs erfahren. Diesen Mehrbedarf an Energie deckt die alkohol- 
behandelte Hefe teils durch die bei der Assimilation gebildete Energie- 
menge und teils durch eine teilweise Verbrennung der aufgespeicherten 
Kohlehydrate. Die in den Versuchen bestimmten Trockensubstanz- 
vermehrungen reprisentieren demnach nur einen Teil derjenigen 
Kohlehydrate, die wirklich gebildet (aber schon teilweise veratmet) 
worden sind. 

Biochemische Zeitschrift Band 142. 31 
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14. In Analogie mit den Versuchen in Teil II werden die Hiweip- 
substanzen der Hefe durch die verschiedenen Behandlungsweisen wenig 
beeinfluBt. 


Gegeniiberstellung der Ergebnisse bei der Assimilation von direkt zugesetztem 
Alkohol (Teil Iff) und von Alkohol in statu nascendi (Teil I und I). 

Diese Gegeniiberstellung bezieht sich nur sowohl in den Alkohol- 
wie in den Zuckerversuchen auf niedrige Alkoholkonzentrationen, 
0,3 bis 1,5 g Alkohol pro 100ccm. Die Versuchsbedingungen waren 
tiberall dieselben. 

1. Direkt zugesetzter Alkohol wird nur bei Sauerstoffschiittelung von 
der Hefe assimiliert, wihrenddem Alkohol in statu nascendi, auch wenn 
die Versuchsfliissigkeit nur in Beriihrung mit der Luft steht, ohne 
daB Sauerstoff extra zugetiihrt wird, stark assimiliert wird. 

Dies ist wohl auf die gréBere Reaktionsfihigkeit, die Stoffe in 
statu nascendi zeigen, zuriickzufiihren. (In den Zuckerversuchen der 
Teile I und II war die Reaktion der mit Zucker versetzten Versuchs- 
fliissigkeiten immer sauer; in den jetzt beschriebenen Alkoholversuchen 
dagegen neutral. Hierin wire vielleicht auch ein Grund fiir die schwa- 
chere Reaktionsfihigkeit des direkt zugesetzten Alkohols zu suchen.) 

2. Parallel mit der Assimilation des direkt zugesetzten Alkohols 
volizieht sich eine Veratmung von Teilen der neugebildeten Kohlehydrate. 
Parallelversuche von Hefe einerseits mit, andererseits ohne Zucker- 
zusatz ergeben, dab, solange noch Zucker in der Versuchsflissigkeit 
vorhanden ist, eine Veratmung der durch Assimilation neugebildeten 
Kohlehydrate nicht stattfindet. Erst nachdem der zugesetzte Zucker 
verschwunden ist, setzt die Veratmung der neugebildeten Kohle- 
hydrate ein. 

Bei der Assimilation des Alkohols in statu nascendi stehen der Hefe 
drei Energiekomponenten zur Verfiigung: 

a) das bei der Zuckergdrung zutage tretende Energiequantum, 

b) die ,,Assimilationsenergie™, d. h. jenes Energiequantum, welches 
bei der Assimilation des gebildeten Alkohols zutage tritt und welches 
diesen Assimilationsvorgang zu einer ,,Verbrennungsstufe’ stempelt; 

c) endlich das bei der Verbrennung der Kohlehydrate verfiigbare 
Energiequantum. 

Bei der Assimilation fertig zugesetzten Alkohols fallt naturgemaB 
die Komponente a) weg. Es wird daher die Komponente c) starker 
in Anspruch genommen, daher die gefundene Kohlensiuremenge 
erhéht’ werden. 








Uber den Einflu$8 des Sauerstoffs auf die 
assimilatorische und dissimilatorische Titigkeit der Hefe. 


IV. Teil. 


Verhalten einiger organischer Siauren. 


Von 
Harry Lundin. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitats- 
instituts. ) 


(Eingegangen am 13. September 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 
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Einleitung. 

In drei friheren Mitteilungen) haben wir die Assimilation und die 
Dissimilation des Athylalkohols durch die PreBhefe teils in statu 
nascendi (Teil I und I) und teils bei direktem Zusatz (Teil IIT) studiert. 
Dabei wurden die Versuche so ausgefiihrt, daB einerseits nur der Luft- 
sauerstoff zu der Suspension Zutritt hatte und andererseits eine Sauer- 
stoffschiittelung derselben vorgenommen wurde. 

In dieser Mitteilung wollen wir jetzt tiber das Verhalten der Hefe 
gegeniiber einigen organischen Sauren unter denselben Versuchs- 
bedingungen wie bei den friiheren Mitteilungen berichten. Eine Suspen- 
sion von PreBhefe (40 bis 50 g) in Wasser (400 bis 500 com) wurde mit 
so viel von dem Alkali- bzw. Ammoniumsalz der zu untersuchenden 
Saure versetzt, daB die Suspension etwa 1 Proz. von derselben enthielt 
Wiahrend einer gewissen Zeit (6 bis 47 Stunden) wurden die Ver- 
suchsflissigkeiten dann mit Sauerstoff geschiitteli; bei der Acet- 
essigsiure wurde auBerdem eine Probe angestelli, wo der suspendie1ten 
Hefe nur der Luftsauerstoff zur Verfiigung stand. Stickstoffnahrung 
und Niahrsalze wurden nicht zugesetzt, derart, daB keine Vermehrung 
der Hefezellen stattfinden konnte (vgl. die Beschreibung der Methodik 
im Teil I). 

Zur Untersuchung gelangten folgende Sauren: Citronensdure, 
Apfelséiure, Bernsteinsdiure, Weinsdure und Acetessigsdure. 

Aus den bisherigen Versuchen mit diesen Sauren wissen wir, daS 
Bakterien, Pilze, pflanzliche und tierische Gewebe dieselben umwandeln 
und zu Zellbestandteilen assimilieren kénnen (unter Umstanden kénnen 
auch von dem lebenden Protoplasma abgetrennte Hefefermente eine Zer- 
stérung hervorrufen (Bernsteinsiure, d, l-Weinsiure). Es scheint sich hier 
sowohl um eine oxydative wie um eine reduktive Zerlegung der Sauren 
zu handeln. Kohlensaure, Essigsiure, Bernsteinsiure, Ameisensiure, 
Milchséiure und Alkohol treten oft als Umwandlungsprodukte auf; bei 


Acetessigsiure auch Aceton. Im allgemeinen scheint die Einwirkung der 
Pilze, wenigstens die der Hefen, viel schwacher zu sein als diejenigen der 


Bakterien, und oft haben die ersteren einen groBen Widerstand zu iiber- 


1) Diese Zeitschr. 141, 310 und 342; 142, 454, 1923. 
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winden. Die Alkali- und Ammoniumsalze der Siauren scheinen leichter 
angegriffen zu werden als die freien Séiuren. Die verschiedenen Weinsaiuren 
zeigen eine verschiedene Resistenz gegen die Hefe. In allen Versuchen 
mit Hefepilzen und Bakterien handelt es sich meistens um sehr lange 
Versuchszeiten, Wochen und Monate. 


A. Versuche mit Citronensiure, Apfelsiure, Weinsiure, Bernsteinsiure. 


I. Citronensdure. 
Literaturangaben tiber die Assimilierbarkeit der Citronensaure. 

E. Laurent") hat eine eingehende Priifung derjenigen Substanzen, welche 
fiir die Hefe als C-Quelle verwendbar sind, ausgefiihrt und unter denselben 
auch die Citronensaéure gefunden. 

Citronenséiure wird in Milch von Bacterium lactis aerogenes zu Kohlen- 
siure und Essigsiiure vergoren*). Mycoderma cerevisiae, Monilia candida 
und Oidium lactis zerstéren die Saure unter Kohlensiureentwicklung in 
¥,- bis 3proz. Lésung nach einer Versuchsdauer von 1% Monaten*). Bacillus 
cloacae *) zerlegt die Citronensiure in Gegenwart sowie in Abwesenheit 
von Sauerstoff in Kohlensaéure, Essigsiure, Bernsteinsiure und Ameisen- 
siure. Bei Aspergillus niger®) erwies sich die Citronensiure zur Bildung 
von Starke besser geeignet als Apfelsiture, Bernsteinsiiure und Oxalsaure. 
Nach Currie®) verliuft der Kohlehydratstoffwechsel bei Aspergillus niger 
nach folgendem Schema: 

Kohlehydrat —» Citronensiture —> Oxalsiure —» Kohlensiure. 

Citronensaéure im Moste nur in Spuren oder in kleinen Mengen, auch 
bei der Girung nicht entstehend, zeigt, kiinstlich zugesetzt, gegen Mikro- 
organismen eine Resistenz, die nach derjenigen der Weinsiure und Bernstein- 
saure kommt. In Weinen, die in der Kelter mit Bisulfit versetzt sind, 
bleibt sie unzersetzt [G. de Ostis’)]. Citronensiure wird als solehe oder 
als Natriumsalz auch in Gegenwart von Zucker von Citromyces glaber ®) 
verbraucht. 

Durch Tiergewebe wird die Citronensiure zu Kohlensiure und Wasser 
verbrannt [Batelli und Stern®), Meyerhof!®)]. Bei Diabetes wird sie nach 
Greenwald") in Glykese umgewandelt. 


1) E. Laurent, Ann. Soc. Belge de Microscopie 14, 29, 1890. 
2) A. Bosworth und J. Prucha, Journ. of biol. Chem. 8, 479—482; 
Cc. 1911, I, S. 908. 
3) Herzog, Ripke und Saladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 284— 289, 
290— 301. 
4) J. Thompson, Proc. Royal Soc. London, Serie B, 86, 1—12, 1912; 
C. 1913, ITT, S. 1126. 
5) E. Boas, diese Zeitschr. 81, 80—86; C. 1917, IT, 8S. 29. 
6) Currie, Journ. of biol. Chem. 31, 15—37, 1917; C. 1921, I, S. 634. 
7) @. de Ostis, Ann. Chim. Appel. 9, 155—211, 1918; C. 1919, II, 8. 360. 
8) W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 181, 338—350, 1922; C. 1923, I, 
5. 972. 
®) F. Batelli und L. Stern, ebendaselbst 31, 478—505; C. 1911, II, 
. 1227. 
10) O, Meyerhof, Pfliigers Arch. f. Physiol. 175, 88—93; C. 1919, ITI, 
. 394. 
11) J. Greenwald, Journ. of biol. Chem. 35, 461—472, 1918; C. 1919, 
8. 389. 
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Versuchsdaten. 


1. Ammoniumcitrat. 

5,60 g Citronensaure (C;H,O, + H,O) wurden in einem 500-cem-MeB- 
kolben in destilliertem Wasser gelést und mit 10proz. Ammoniak bis zur 
schwach sauren Reaktion auf Lackmus neutralisiert. Der Kolben wurde 
jetzt mit destilliertem Wasser bis zur Marke angefiillt und die so erhaltene 
Lésung zusammen mit 50g frischer PreBhefe in einen von den _ beiden 
Schiittelkolben gebracht. In den anderen Kolben kamen 50g von der- 
selben PreBhefe und 500 ccm destillierten Wassers. Unter Sauerstoff- 
durchleitung wurde jetzt 6 Stunden bei gewoéhnlicher Temperatur ge- 
schiittelt. Die entwickelte Kohlensiure wurde wie gewohnlich aufgefangen 
und bestimmt. 

Nach beendigter Schiittelung wurden die Suspensionen der beiden 
Kolben iiber Kieselgur filtriert. Zu kleinen Teilen der klaren Filtrate 
wurde in Reagenzréhrchen Calciumchlorid, Caleiumchlorid + Ammoniak 
und Bariumchlorid zugesetzt, und in keinem Falle entstand dabei eine 
Fallung. Das Filtrat der blinden Probe gab auch keine Fallung mit Blei- 
acetat. Die Filtrate sind demnach frei von anorganischen Phosphaten, 
Oxalsiure, Weinsiure, Bernsteinséiure und Schwefelsiure. AuBerdem ent- 
halten sie keine Chlorwasserstoffsaure. 

Hierdurch war es mdglich, folgende einfache Bestimmungsmethode 
der Citronensiéure zu verwenden: 

10cem des Filtrates der Hauptprobe wurden in einem Becherglase 
mit destilliertem Wasser verdiinnt und mit 10ccm 10proz. Bleiacetat- 
lésung (UberschuB) versetzt, wodurch ein wei®er flockiger Niederschlag 
von Bleicitrat entstand, der abfiltriert und mit 50proz. Alkohol so lange 
gewaschen wurde, bis die Waschfliissigkeit mit Ammoniak keine Reaktion 
gab. Der Niederschlag wurde jetzt mit heiBem Wasser in das Becherglas 
quantitativ gespiilt und nachher in die siedend heiBe Suspension Schwefel- 
wasserstoff bis zum Erkalten eingeleitet, wodurch die Citronensiure in 
Freiheit gesetzt wurde. Nach dem Abfiltrieren des Bleisulfids wurde das 
citronenséurehaltige Filtrat so lange gekocht, bis der Schwefelwasserstoff 
vollstaéndig verschwunden war, und nach dem Erkalten mit n/10 Lauge 
und Phenolphthalein titriert'). 


Anmerkung: Von Bleiacetat werden in neutraler Lésung Citronen- 
saure, Apfelsiure, Bernsteinsiiure, Weinsiure, Oxalsiure usw., Phosphor- 
siure neben anorganischen Siuren usw. gefallt. Der oben erhaltene 
Niederschlag enthalt aber nur Citronensiure. Wenn sich Milchsiéure aus 
der Citronenséure gebildet hatte, so ware sie nicht als Bleisalz aus der 
wasserigen Lésung mitgefallt und wire auBerdem nach Fiirth und Lieben*) 
durch die Hefe veratmet worden. 

A. Hauptprobe. 50g PreBbhefe und 500 ccm Ammoniumcitratlésung 
(enthaltend 5,60g C,H,O, + H,O) = 535cem Totalvolumen wurden 
6 Stunden im Sauerstoffstrom bei gewOhnlicher Temperatur geschiittelt. 

B. Blindprobe. 50g PreBhefe + 500ccm_ destillierten Wassers 
= 535 ccm Totalvolumen wurden 6 Stunden im Sauerstoffstrom bei ge- 
wohnlicher Temperatur geschiittelt. Die Trockensubstanz der Hefe betrug 
rund 25 Proz. 


1) E. Fleischer, Zeitschr. f. angew. Chem. 18, 328. 
2) O. Firth und F. Lieben, diese Zeitschr. 128, 144; 182, 166, 1922. 
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Bei der Hauptprobe entwickelten sich wihrend der Versuchszeit 
0,7 g¢ Kohlensiure und bei der Blindprobe ebenfalls 0,7 g. Trotzdem die 
Hauptprobe (wegen der schwach sauren Reaktion des Ammoniumcitrats) 
schwach sauer, die Blindprobe dagegen vollstandig neutral war, haben 
sich gleich groBe Kohlenséuremengen gebildet. 


Die Bestimmung der Citronensiure im Filtrat der Hauptprobe 
gab als Resultat, daB diese Siure bei obiger sechsstiindiger Behandlung 
mit Hefe von derselben gar nicht angegriffen wurde. Wiedergefunden 
fiir Gesamtmenge statt 5,60 g Citronenstiure 5,409 = 96,5 Proz. 


2. Natriumcitrat. 

Dieser Versuch wurde genau so durchgefiihrt wie der vorige. Die 
Natriumcitratlésung war aus 4,2g der entsprechenden Saure (C,H,0O, 
+ H,O), die mit 10proz. Natronlauge bis zur Lackmusneutralitaét neutra- 
lisiert wurde, hergestellt. Die beiden Proben wurden 6 Stunden unter 
Sauerstoffdurchleitung geschiittelt, danach bei gewéhnlicher Temperatur 
ohne Sauerstoffzufuhr tiber die Nacht stehengelassen und am niichsten 
Tage wieder 5 Stunden im Sauerstoffstrom geschiittelt. 

A. Haupiprobe. 50g PreBhefe und 500cem Natriumcitratlosung 
(enthaltend 4,20g C,H,O, + H,O) = 535cem Totalvolumen wurden 
11 Stunden im Sauerstoffstrom bei gewéhnlicher Temperatur geschiittelt. 

Trockensubstanz der Hefe 25 Proz. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit neutral. 

Totale Versuchszeit 27 Stunden. 

Gebildete Kohlensiture wahrend des Versuches 1,1 g. 

B. Blindprobe. 50g PreBbhefe und 500ccem destillierten Wassers 

= 535 cem Totalvolumen wurden wie oben behandelt. 

Wihrend des Versuches gebildete Kohlensaure 1,1 g. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit neutral. 

Die Aciditait der beiden Suspensionen war dieselbe, und die entwickelte 
Kohlensiuremenge war ebenfalls in beiden Fallen gleich groB. Diese beiden 
Versuche mit Citronensiure (1. und 2.) zeigen also, daB die Reaktion der 
Versuchsfliissigkeit innerhalb gewisser Grenzen und die zugesetzten Salze 
keinen EinfluB auf die sich bei der Selbstgiirung der Hefe bildende Kohlen- 
siure ausiiben. 


Das Filtrat der Hauptprobe wurde so wie beim vorigen Versuche 
auf Citronensiure untersucht, und es zeigte sich dabei, daB die Saiure 
volistindig unangegriffen zuriickblieb. Wiedergefunden fiir Gesamt- 
menge statt 4,20 g Citronensiure 4,03 g = 96,0 Proz. 


Die Natrium- und Ammoniumsalze der Citronensiure werden 
demnach innerhalb einiger Tage von sauerstoffgeschiittelter PreBhefe 
beim Fehlen von Kohlehydraten und Stickstoffnahrung bei neutraler 
oder schwach saurer Reaktion der Versuchsfliissigkeit und bei gew6hn- 
licher Temperatur unter gleichzeitiger Entfernung der Atmungs- 
produkte der Hefe (Kohlensiure) nicht angegriffen. Sowohl die zu- 
gefiigten Salze als auch die im obigen Sinne schwankende Reaktion 
iiben keinen Einflu8 auf die Selbstgirung der Hefe aus. 
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II. Apfelsdure. 


Literaturangaben iiber die Assimilierbarkeit der Apfelsaure. 


Laurent') fand, daB die Apfelsiure in lproz. Lésung als C-Nahrung 
fiir die Hefe verwendbar ist. Nach Seifert®) wird dieselbe Saure in Wein 
durch Microcokken in Milchséure und Kohlenséure gespalten. Beim langeren 
Verweilen des Weines auf der Hefe vermag auch diese, aber viel weniger 
energisch, die Apfelsiure zu zerstéren*). Von der Heide*) berichtet, daB 
Micrococcus malolacticus in Wein die Apfelsiure in Milchsiure umwandelt. 
Bacillus cloacae *) zersetzt die Siure in Gegenwart von Sauerstoff in Kohlen- 
siure, Essigsiture, Bernsteinsiure und Spuren von Alkohol (Zhompson). 
Weinsaure, Citronensaure, Apfelsiure, Bernsteinsiure und Oxalsaure er- 
wiesen sich in dieser Reihenfolge als geeignet zur Bildung von Starke bei 
Aspergillus [Boas*)|. Durch Lebedewsche Hefe wird die Apfelsiure in Kohlen- 
siure und Milchsiure zerlegt. Nach Lampitt’) wird dié Saure als solche 
von Saccharomyces cerevisiae nicht angegriffen. Dagegen wird ihr Ammo- 
niumsalz vollstindig bei der Girung unter Bildung von Alkohol zerstért. 
Einige amerikanische Autoren®) berichten, da® Apfelsiure, aber nicht Bern- 
steinsiure, Weinsiure und Citronensiure durch gewisse pentosezerstérende 
Bakterien unter Bildung von Essigsiure vergoren wurde (lange Versuchszeit). 
Miiller-Thurgau*) und Osterwalder isolierten aus Wein eine Bakterie, die 
sie Bact. tartarophtorum nannten, welche die Weinsiure (unter Bildung 
von Essigsiiure und Kohlensiure) und Apfelsiure zerlegt. Jung und Miiller!) 
berichten, daS Apfelsiure und 8-Oxybutterséiure von der Hefe decarboxyliert 
werden. Mycoderma cerevisae, Monilia candida und Oidium lactis zer- 
stéren die Apfelsiture unter Kohlensiurebildung in %4- bis 3proz. Lésung 
nach einer Versuchsdauer von 114% Monaten [Herzog, Ripke, Saladin")]. 
Nach Bloor}*) wird die Siure durch die Gewebe des Ahorns (Acer saccha- 
rinum) in Glykose umgewandelt und unter dem Einflu8 des Sonnenlichtes 
wird sie bei Gegenwart von Luftsauerstoff im Safte der Succulenten unter 
Kohlensaureentwicklung zerstért [Spoehr'*)]. SchlieBlich werden die Apfel- 
siure und die Citronensiure durch Tiergewebe zu Kohlensiiure und Wasser 


1) E. Laurent, Ann. Soc. Belge de Microscopie 14, 29, 1890. 

2) W. Seifert, Zeitschr. f. landw. Vers.-Wesen Osterr. 4, 980; 6, 567; 
C. 1901, II, 8. 1133; C. 1903, II, 8. 257. 

3) Derselbe, C. 1907, II, 8S. 346. 

4) Von der Heide, C. 1912, IV, S. 1838. 

5) J. Thompson, Proc. Royal Soc. London, Serie B, 86, 1—12, 1912; 


C. 1913, ITI, 8. 1126. 

6) HE. Boas, diese Zeitschr. 81, 80—86; C. 1917, II, S. 29. 

7) L. Lampitt, Biochem. Journ. 18, 1919; C. 1920, I, S. 685. 

8) Fred, Peterson und Davenport, Journ. of biol. Chem. 42, 175—189; 
C. 1920, III, S. 670. 


®) Miiller-Thurgau und A. Osterwalder, Landw. Jahrb. d. Schweiz 1919; 
C. 1920, II, 8. 90. 

0) A. Jung und Miiller, Helv. chim. Acta 5, 239—243; C. 1922, I, 
8S. 1114, 

1) Herzog, Ripke, Saladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 284—289, 
290— 301; C. 1911, IV, S. 1258. 

12) W. R. Bloor, Journ. Amer. Chem. Soc. C. 1912, II, 8. 1762. 

13) H, A. Spoehr, diese Zeitschr. 57, 95—111; C. 1914, I, S. 158. 
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verbrannt!). Beim Phloridzidindiabetes liefert Fumarsiure und auch 
Apfelsiure Glucose. Dasselbe gilt auch bei Pankreasdiabetes?). 








Versuchsdaten. 
Die Apfelsiure wurde in Form von Ammoniummalat folgender- 
maBen auf ihre Resistenz gegen sauerstoffgeschittelte Hefe gepriift: 





Die Methodik war dieselbe wie bei der Citronensiure. 4g Apfelsiure 
(C,H,O,;) wurden in destilliertem Wasser gelist und mit 10proz. Ammoniak 
bis zur Lackmusneutralitat versetzt. Wiahrend 10 Stunden wurde unter 
Sauerstoffdurchleitung geschiittelt und wahrend 14 Stunden ohne Sauerstoff- 
durchleitung stehengelassen. Ebenso wie bei den Citronensiureversuchen 
zeigten sich die Filtrate frei von anorganischen Phosphaten, Oxalsaure, 
Weinsiure, Bernsteinsaiure, Schwefelsiure und Salzsiure. Die Apfelsiure 
wurde in ahnlicher Weise wie die Citronensiure durch Fillung als Bleisalz, 
Zerlegung desselben mit Schwefelwasserstoff und Titrierung der dadurch 
freigemachten Séuren bestimmt. In diesem Falle muBte jedoch die Fallung 
mit Bleiacetat in 50proz. Alkohol vorgenommen werden *). 











A. Hauptprobe. 40g PreBhefe und 400 ccm Ammoniummalatlésung 
(enthaltend 4,00 g C,H,O,;) = 428 ccm Totalvolumen wurden 10 Stunden 
bei gewohnlicher Temperatur im Sauerstoffstrom geschiittelt. 

Gehalt der Hefe an Trockensubstanz 25 Proz. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit neutral. 

Totale Versuchszeit 24 Stunden. 

Wihrend des Versuches gebildete Kohlensiure 0,9 g. 

B. Blindprobe. 40g PreBhefe und 400ccm destillierten Wassers 

= 428cem Totalvolumen wurden wie oben behandelt. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit neutral. 

Gebildete Kohlensiure 0,9 g. 












Die gebildete Kohlensiure war also in den beiden Fallen gleich 
groB, und bei der Untersuchung der Hauptprobe zeigte es sich, daB 
die Apfelsiure unverandert zuriickgeblieben war. Wiedergefunden fir 
Gesamtmenge statt 4,00 g Apfelsiure 4,00 ¢ = 100 Proz. 

Uber die Apfelsiure kénnen wir also dasselbe Urteil wie tiber die 
Citronensaure fallen. 













III. Weinsdure. 
Literaturangaben iiber die Assimilierbarkeit der Weinsaure. 

Laurent*) fand, da8 die Weinséiure in lproz. Lésung fiir die Hefe als 
Kohlenstoffnahrung verwendbar ist. Condelli*) berichtet tiber eine Spaltung 
der Weinsaure durch Aspergillus niger. Mit Aceton getéteter M ycoderma 
cerevisiae verzehrt die d- und 1-Weinsiure durch das Pilzmycel (Ferment- 












1) F. Batelli und L. Stern, diese Zeitschr. 31, 478—505; C. 1911, TI, 
S. 1227. 

*) W. Burger, Ber. d. Physiol. 2, 2, 1922. 

3) Abderhaiden, Biochem. Arbeitsmeth. 2, 36. 

*) E. Laurent, Ann. Soc. Belge de Microscopie 14, 29, 1890. 
5) S. Condelli, Gaz. chim. ital. 34, II, S. 86—96; C. 1904, IT, S. 824. 
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wirkung) unter Abnahme der Kohlensaurebildung [also keine Oxydation]'). 
Nach Neuberg und Karzag?*) greift die Hefe gewisse C-Verbindungen ohne 
Anwesenheit von Sauerstoff an. Unter diesen auch die d-Weinsaure; 
Karzag hat die Untersuchungen auf die verschiedenen Weinsiuren aus- 
gedehnt, indem er in 1,5proz. Lésungen der freien Sauren oder ihrer Kalium- 
salze die Heferassen D und K wachsen lieB. Auch Hefanol wurde verwendet. 
d-Weinsiure gab dabei mit Hefe eine kraftigere Kohlensiureentwicklung 
als 1-Weinsiaure; d, l-Weinsiure gab in der gleichen Zeit weniger Kohlen- 
siure als d-Weinsiéure, aber mehr als die 1-Saure; Meso- oder i-Weinsaure 
verhielt sich so wie die d-Weinsiure*). Freie d-Weinsiure mit Reinzucht- 
hefe versetzt, fault selbst nach zwei- bis dreimonatigem Verweilen bei 38° 
nicht, wahrend die Kaliumsalze schon in kurzer Zeit in eine iibelriechende, 
schleimige Giarung tibergingen. Das Gargut enthielt fliichtige Fettsaiuren, 
Milchsiure, Bernsteinsiure und Anzeichen fiir die Anwesenheit von Acet- 
aldehyd. Die Befunde sprechen dafiir, daB die Wirkung der Hefe auf die 
Weinsaure vorwiegend in Reduktionsprozessen besteht *). 1-Weinsaiure kann 
durch Aspergillus niger aus Traubensiure erzeugt werden mit 60 Proz. 
Ausbeute; 40 Proz. der l1-Weinsaéure wird assimiliert. d-Saure kann auch 
ebensogut fiir den Aufbau von Pilzsubstanz verwendet werden. Nach 
2 Monaten trat eine kraftige Entwicklung auf Linksweinsiure ein, Anti- 
weinsaiure wird kaum angegriffen [H. Watermann®)]. Went hat bei Monilia 
sitophila Sacc. die Assimilierbarkeit verschiedener Kohlenstoffquellen 
bestimmt. K-Tartrat, K-Citrat und Na-Succinat wurden nach 20 Tagen 
sehr schwach assimiliert. Er fand, daB8 Hefe am leichtesten Citronensaure, 
dann Apfelsiure, viel weniger Weinsiéure und sehr wenig Bernsteinsiure 
verarbeitete. Bei Aspergillus*) erwiesen sich Wein-, Citronen-, Apfel-, 
Bernstein- und Oxalsiure in dieser Reihenfolge geeignet zur Bildung von 
Starke (Boas). Versuche, betreffend die Einwirkung verschiedener Wein- 
heferassen auf Weinsiure wahrend des Wachstums und der Garung in 
Bierwiirze, ergaben, daB das Verschwinden gréferer Menge Weinsiure 
bei der Gaérung und Lagerung der Weine weit eher auf Bakterientatigkeit, 
als auf die Lebenstitigkeit der Hefe zuriickzufiihren ist’). Miiller-Thurgau 
und Osterwalder*) fanden, daB eine solche Zerstérung der Weinsiiure durch 
Bact. tartarophtorum unter Bildung von Essigsiure und Kohlenséure ver- 
ursacht wird. Sie isolierten die Bakterie und fanden, daB sie auch Apfel- 
siure zerlegt. Eine erhebliche Vermehrung der Hefe kann ohne Garung 
eintreten bei Fehlen von Zucker und selbst anderen Kohlehydraten. Als 
geeignete C-Quelle hierfiir werden unter praktischen Gesichtspunkten 
besonders Glycerin und Weinséiure von Bokorny*) hervorgehoben. Nach 


1) O. Herzog, O. Ripke, O. Saladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 738, 
284— 289, 290—301. 

2) C. Neuberg und L. Karzag, diese Zeitschr. 36, 60—67; C. 1911, IV, 
S. 1606. 

3) L. Karzag, ebendaselbst 38, 516—518; C. 1912, II, 8. 1235. 

4) Derselbe, ebendaselbst 48, 44—46; C. 1912, IV, S. 1482. 

5) H.Watermann, C. 1914, I, 8S. 485. 

8) F. Boas, diese Zeitschr. 81, 80—86; C. 1917, II, S. 29. 

7) W. Seifert, C. 1915, IT, S. 161. 

8) Miiller-Thurgau und A. Osterwalder, Landw. Jahrb. d. Schweiz 1919; 
C. 1919, II, 8. 90. 

%) Th. Bokorny, Bakt. Zentralbl. 50, I. Abt., S. 23 — 33; C. 1920, ITI, S. 54. 
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Kostytschew und Afanassjewa') produziert eine Kultur von Aspergillus niger 
auf Weinsiure immer Alkohol. Bei Sauerstoffabschlu8 bilden sich immer 
zuckerartige Stoffe. Eine Verarbeitung der Weinsiure iiber Zucker als 
Zwischenprodukt findet also statt. 

Penicillium glaucum gibt zehnmal geringere Mengen Alkohol aus 
Zucker als Aspergillus. Nach S. Condelli*) wird razemische Weinsiiure von 
Sacch. Pasteurianus II (Hansen) bei gewéhnlicher Temperatur nicht ver- 
andert, wahrend die gleichzeitig zugesetzte Glucose vollstandig vergoren 
wird. Die Weinsiure wird von Naegeli und Leiw*) als Kohlenstoffquelle 
dritten Ranges betrachtet; Citronensiiure ebenfalls. 


Versuchsdaten. 
Die Weinsiure wurde in Form von Natrium und Ammonium- 
tartrat wie die vorher beschriebenen Saéuren untersucht. 


1. Natriumtartrat. 

So viel Natriumbitartrat wurde in 500 ccm destillierten Wassers gelést , 
daB die Lésung 5g Weinsiiure (C,H,O,) enthielt. Wiahrend 10 Stunden 
wurde im Sauerstoffstrom geschiittelt und nachher in dem Filtrate der 
iiber Kieselgur filtrierten Probe die Weinsaéure als saures Kaliumtartrat 
bestimmt. In einer Porzellanschale wurden 50 cem des Filtrats mit 25 ecm 
n/5 Salzsiure und 4 cem 20proz. Kaliumchloridlésung versetzt. Um saures 
Kaliumtartrat aus der vorhandenen Natriumverbindung zu bilden, sind 
demnach Salzsiure (theoretische Menge: 67 cem n/10 Salzsiure pro 1 g 
Weinsaure) und Kaliumchlorid (theoretische Menge: 0,5 g Kaliumchlorid 
pro 1g Weinsiure) im UberschuB8 zugefiigt worden. 

Die Fliissigkeit wurde jetzt auf dem Wasserbade bis zu einem Volumen 
von ungefahr 10 ecm eingedampft (eventuelle kolloidale Triibungen werden 
abfiltriert). Zu dem Rest in der Schale wurden 100 cem 96proz. Alkohol 
langsam und unter Umriihren zugesetzt‘). Nach 12 Stunden wurde der 
Niederschlag abfiltriert, mit Alkohol gut gewaschen (dreimal) und in 40 cem 
heiBen Wassers gelést und schlieBlich mit n/10 Lauge und Phenolphthalein 
titriert. 

Mit Ausnahme von Weinsiéure enthielt das Filtrat keine von den 
friiher erwaihnten Siauren. 

Versuch. 50g PreBhefe und 500 cem Natriumtartratlésung (enthaltend 
5,00 g C,H,O,) = 535 cem Totalvolumen wurden 10 Stunden im Sauerstoff- 
strom bei gewohnlicher Temperatur geschiittelt. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit neutral. 

Trockensubstanz der Hefe 25 Proz. 

Versuchszeit 10 Stunden. 

Die wahrend des Versuches gebildete Kohlensiure: Nach 10 Stunden 
1,1 g Kohlensiaure. 


Die Weinsiureanalyse zeigte, daf die Hefe keine Einwirkung 
auf diese Siure ausgeiibt hatte. Wiedergefunden fir Gesamtmenge 
statt 5,00 g Weinsaiure 4,99 g = 100 Proz. 


1) S. Kostytschew und M. Afanassjewa, Jahrb. f. wiss. Botan. 60, 
628—651, 1921. 

2) S. Condelli, Gazz. chim. ital. 51, Il, 8. 309—324, 8S, 1921. 

3) Th. Bokorny, Allgem. Brauer- u. Hopfenzentralbl. 1921, S. 217. 

4) R. Kunz, Arch. f. Chem. u. Mikrosk. 1915, Heft 3. 
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2. Ammoniumtartrat. 

5,00 g Weinsaure wurden in destilliertem Wasser gelést und mit 10proz. 
Ammoniak bis zur neutralen Reaktion auf Lackmus versetzt, danach zu 
500 cem aufgefiillt. 

Versuch. 50g PreBhefe und 500cem Ammoniumtartratlésung (ent- 
haltend 5,00 g C,H,O,) = 535 cem Totalvolumen wurden 8 Stunden bei 
gewohnlicher Temperatur geschiittelt. 

Trockensubstanz der Hefe 25 Proz. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit neutral. 

Versuchszeit 8 Stunden. 

Die wahrend des Versuches gebildete Kohlensiiure: Nach 8 Stunden 1,1 g. 


Die ganze zugesetzte Weinsiiuremenge konnte nach dem Ver- 
suche in der Suspension nachgewiesen werden. Wiedergefunden fir 
Gesamtmenge statt 5,00 g Weinsaiure 5,00 g = 100 Proz. 

Was von Citronensiure friiher gesagt worden ist, gilt also auch 
fir Weinsiure. 

IV. Bernsteinsdure. 


Literaturangaben iiber die 
Assimilierbarkeit der Bernsteinsaure. 

Nach Laurent') assimiliert die Hefe Bernsteinsiure in 1proz. Lésung. 
Mycoderma cerevisiae, Monilia candida und Oidium lactis zerstéren, wenn 
sie in Nahrlésungen mit 14- bis 3proz. Bernsteinsiiure wachsen, diese Saiure 
nach 144 Monaten unter Kohlensiureentwicklung (Oxydation). Mit Aceton 
getétetes Mycoderma cerevisiae verzehrt die Bernsteinsiure durch das 
Mycel (fermentativ), aber die Kohlensiureentwicklung nimmt dabei ab 
{keine Oxydation]?). Bei Aspergillus niger erwiesen sich nach Boas*) Wein- 
siure, Citronensiure, Apfelsiure, Bernsteinsiure und Oxalsaure in dieser 
Reihenfolge als geeignet zur Bildung von Starke. Nach Bokorny*) sind 
gewisse griine Pflanzen geeigneter, Bernsteinsiiure zu zerstoren als Pilze, 
namentlich Hefe. Die Bernsteinsiure ist, wenn tiberhaupt, eine schlechte 
Nahrung fiir Hefe. — Nach Braun und Cahn-Bronner®) ist die Beziehung 
zwischen Stoffwechsel und Sauerstoffbediirfnis der Bakterien von beson- 
derer Wichtigkeit. 

Paratyphus B-Bazillen und Bacterium coli wachsen auf Ammonium- 
salzen und Bernsteinséure; Typhus- und Shiga-Kruse-Bazillen nicht. Alle 
Tiergewebe oxydieren Bernsteinsiure zu Apfelsiure*). Bei der Einwirkung 
von Muskelbrei’) auf Bernsteinsiure in Gegenwart von Sauerstoff entsteht 
zunadchst unter Eliminierung von zwei H-Atomen Fumarsiure. Durch 
weitere Einwirkung lagert sich Wasser an die Fumarsiure und d, 1-Apfel- 
saure wird gebildet. 


1) E. Laurent, Ann. Soc. Belge de Microscopie 14, 29, 1890. 

*) Herzog, Ripke und Saladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 284— 289, 
290— 301. 

3) F. Boas, diese Zeitschr. 81, 80—86; C. 1917, II, S. 29. 

4) Th. Bokorny, Allgem. Brauer- u. Hopfenzentralbl. 1921, 8S. 217. 

5) H. Braun und C. Chan-Bronner, Klin. Wochenschr. 1, 1824— 1825, 
1923; C. 1923, I, S. 107. 

6) F. Batelli und L. Stern, diese Zeitschr. 30, 172—194; O. Meyerhof, 
C. 1919, ITI, S. 394. 

7) H. Einbeck, diese Zeitschr. 95, 296—305; C. 1919, III, 8S. 618. 
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Versuchsdaten. 

Dieselbe Methodik wie bei den iibrigen Saiuren ist auch hier 
verwendet worden. 

1, Natriumsuccinat. 

Die Konzentration des Natriumsuccinats war bei diesem Versuche 
so groB, daB in der totalen 535 ccm groBen Versuchsfliissigkeit 5,00 g 
Bernsteinséiure (C,H,O,) vorhanden waren. 

Bestimmung der Sdure: 50 ccm des Filtrats der tiber Kieselgur fil- 
trierten Versuchsfliissigkeit wurden in einer Porzellanschale mit 15 bis 
17 ccm verdiinnter Schwefelsiure (1:4) versetzt, auf dem Wasserbade 
erhitzt und mit so viel 5proz. Kaliumpermanganatlésung versetzt, daB 
Entfarbung nach 3 Minuten (auf dem Wasserbade) eintrat. Die Bernstein- 
siure, eine von den resistentesten organischen Verbindungen, wird von 
dem Permanganat nicht oder nur sehr wenig angegriffen, dagegen aber 
werden andere in dem Filtrat eventuell vorhandenen organischen Sauren 
(Wein- und Apfelsaure) zerstért. Der Uberschu8 von Permanganat wurde 
mit etwas Ferrosulfat entfernt. Die Bernsteinséiure wurde jetzt in einem 
Soxhletapparat (fiir Fliissigkeiten) mit alkoholfreiem Ather wahrend 
16 Stunden extrahiert, der Ather nachher abdestilliert und der Riickstand 
in heiBem Wasser gelést, kalt filtriert und schlieBlich mit Lauge titriert'). 

Versuch. 50g PreBhefe und 500 ccm Natriumsuccinatlésung (ent- 
haltend 5,00 g C,H,O,) = 535 cem Totalvolumen wurden 10 Stunden im 
Sauerstoffstrom bei gewéhnlicher Temperatur geschiittelt. 

Trockensubstanz der Hefe 25 Proz. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit neutral. 

Versuchszeit 10 Stunden. 

Die wahrend des Versuches gebildete Kohlensiiure: Nach 10 Stunden 1,4g. 

Laut Analysen hat keine bedeutende Abnahme der Bernstein- 
siure waihrend des Versuches stattgefunden. 

Wiedergefunden fiir Gesamtmenge statt 5,00g Bernsteinsiure 
4,55 g = 91 Proz. 

2. Ammoniumsuccinat. 

Ein ahnlicher Versuch wurde mit diesem Salz vorgenommen (50g 
PreBhefe und 500 com Ammoniumsuccinatlésung, enthaltend 2,50 g C,H,0O,), 
auch ohne merkliche Verainderung der Bernsteinsiure hervorzurufen. 

Wiedergefunden fiir Gesamtmenge statt 2,50g Bernsteinsiure 
2,23 g = 89 Proz. 

Wir kénnen also iiber die Bernsteinsiiure dasselbe Urteil wie tiber 
die Citronensiure fallen. 


B. Versuche mit Acetessigsiure. 
Literaturangaben tiber die Einwirkung von Bakterien und 
Pilzen auf Acetessigsiure und Aceton. 

Uber die Einwirkung von Hefe bzw. Pilzen und Bakterien auf die 
Acetessigsiiure liegen sehr wenige Untersuchungen vor. Neuberg*) hat in 


1) R. Kunz, Zeitschr. f. d. Unters. d. Nahrungs- u. GenuSmittel 6, 
721, 1903; Abderhalden, Biochem. Arbeitsmeth. 2, 26. 

2) C. Neuberg in Oppenheimers Handb. d. Biochem. d. Menschen u. 
Tiere, Erginzungsband, 8. 608, 1913. 
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seinem Schema tiber den Zuckerumsatz der Zelle eine Bildung von Acet- 
essigsiure durch Oxydation von f-Oxybuttersiiture angenommen. Die 
Acetessigsiiure kann nach demselben Schema teils eine Ketospaltung zu 
Aceton und teils eine Saiurespaltung zu Essigsiure durch die Zelle erfahren. 
Durch Vergarung von Starkesubstanzen und Zuckerarten mit gewissen 
Bakterien und Schimmelpilzen entsteht Aceton. Nach Speakman?) bildet 
Bacillus butylicus durch Vergiirung von Stirke Aceton aus der zuniichst 
entstehenden Buttersiure durch Oxydation iiber Acetessigsiure. Bacillus 
acetoaethylicus *) vergirt Glykose, Xylose, Starke und Saccharose zu Essig- 
siure, Ameisensaéure, Milchsiure, Alkohol, Aceton und Kohlensiure. Nach 
Loew* ) ist Aceton fiir Bakterien eine taugliche Nahrung; fiir Hefen dagegen 
nicht*), Acetessigester wird von Pilzen und Algen assimiliert*) [offenbar 
eine Spaltung des Esters und Ausnutzung der Komponente *)]. 


Versuch 1. Versuchsdaten. 

Die Herstellung der Sdure geschah durch Verseifung des Acetessig- 
siureithylesters. 6,5 g des Esters wurden mit 3,0 g Kaliumhydrat und 
115 g destillierten Wassers versetzt und 24 Stunden in der Kilte stehen- 
gelassen®), Sodann wurde mit Schwefelsiure und Lackmus genau neutra- 
lisiert und auf 500 ccm aufgefiillt. Von dieser Losung kamen 250 und 
200 cem bei dem Versuche (s. unten) zur Verwendung. Die Bestimmung 
der Acetessigsdure geschah jodometrisch durch Acetonbestimmung (Jodo- 
formbildung) nach Messinger-Huppert in der Ausfiihrung von Embden und 
Schmidt*). Bei der Destillation spaltet sich die Acetessigsiure quantitativ 
in Aceton und Kohlensaure. 

Nach der unten angefiihrten Verseifungsformel bildet sich Athyl- 
alkohol, was aber ,,ohne jeden EinfluB auf die gebundene Jodmenge ist, 
da er in der KAlte nur auBerst triage mit der alkalischen Jodlésung reagiert***). 

Die oben hergestellte Acetessigsiurelésung enthielt pro 1000 ccm 
13 g des entsprechenden Esters oder 10,2 g der Saure (theoretisch), 3 ecm 
der Lésung wurden mit Wasser auf 150 ccm verdiinnt und zwecks Be- 
stimmung des Gesamtacetons nach Messinger-Huppert destilliert. Das 
Destillat mit 40cem n/10 Jodlésung und Natronlauge versetzt (die ver- 
wendeten Reagenzien wurden auf ihr jodbindendes Vermégen gepriift). 

In dieser Weise konnten in 500 cem der Lésung 4,76 g Acetessigsiure 
bestimmt werden (statt theoretisch 5,10 g). 

Das der Acetessigsiure beigemengte praformierte Aceton wurde nach 
Folin’) in 5cem Lésung, die mit Wasser auf 20 ccm verdiinnt waren, be- 
stimmt. Der Gehalt der Lésung an praformiertem Aceton betrug fiir 
500 cem 0,06 g. 


1) H. Speakman, Journ. f. biol. Chem. 48, 401—411, 1920; C. 1921, 
I, 8. 38. 

2) Arzberger, Peterson und Fred, Journ. of biol. Chem. 44, 465—479, 
1920; Northorp Ashe Senior, ebendaselbst 39, 1919; C. 1920, IIT, 8. 695. 

3) Loew, Centralbl. f. Bakt. 1892. 

4) Th. Bokorny, Allgem. Brauer- u. Hopfenzentralbl. 1922, 8. 1057—1060; 
C. 1923, I, 8S. 360. 

5) Ceresole, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 15, 1327, 1872; Beilstein, I, 
8. 591. 

6) Abderhalden, Biochem. Arbeitsmeth. 8, 913—914. 

7) Folin, Journ. of biol. Chem. 8, 177, 1907; Abderhalden, Biochem. 
Arbeitsmeth. 8, 924. 
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or 


Sowohl die so gefundenen Werte fiir das praformierte Aceton als 
auch fiir das Gesamtaceton anderten sich wahrend einiger Tage nicht. 


Die Verseifung des Acetessig- 
siureaithylesters verlauft nach fol- 
gender Gleichung: 
CH,COCH,CO,C,H, + H,O = 
CH,COCH,COOH + C,H,OH. 
Dabei entsteht also Athylalkohol. 
Oben ist die bei der Hydrolyse ge- 
bildete Acetessigséure mit 4,76 g 
bestimmt worden. Die entstandene 
Alkoholmenge betriigt also 2,14 g. 

Wie die tibrigen bisher unter- 
suchten Sauren wurde auch die 
Acetessigsiure im Schiittelkolben 
mit Hefe und Sauerstoff be- 
handelt. Um von dem Sauerstoff- 
strom eventuell mitgerissenes Ace- 
ton abzufangen, wurden zwischen 
dem Schiittelkolben der Haupt- 
probe A und den dazu gehdérigen 
Barytvorlagen drei Gaswasch- 
flaschen mit je 100cem_ kalten 
destillierten Wassers eingeschaltet. 
Die Flaschen standen in einem 
GefaB mit modglichst kaltem Wasser 
[vgl. Bestimmung von Atemace- 
ton')]. Die nebenstehende Ab- 
bildung zeigt die fiir die Haupt- 
probe verwendete Apparatur. 

A. Hauptprobe. 25g PreBhefe 
und 250 ccm einer Lésung von acet- 
essigsaurem Kalium (enthaltend 
2,38 g Acetessigsaiure, 

CH,COCH,COOH, 

und 1,07 g Athylalkohol) = 267 cem 
Totalvolumen wurden 9 Stunden 
im Sauerstoffstrom bei gewéhn- 
licher Temperatur (18 bis 20°) ge- 
schiittelt, danach bei derselben 
Temperatur 14 Stunden tiber Nacht 
stehengelassen und am _ niachsten 
Tage 44% Stunden mit Sauerstoff- 
strom geschiittelt. 

. Trockensubstanz der Hefe un- 
gefahr 25 Proz. 


Reaktion der Versuchsfliissigkeit vor dem 


dem Versuche schwach alkalisch. 


1) Fr. Veit, Arch. f. klin. Med. 66, 1899; 


Arbeitsmeth. 8, 916. 





Sauerstoff wird 
durchgesaugt 


Y 











RE 


Barytvorlage 


an 


Abb. 1. 


Fis 


Sccchetienetmnitishon 


Acetonvor/age 


Schitte/holben 


Versuche neutral, nach 


Abderhalden, 


Biochem. 





















































476 H. Lundin: 


Totale Versuchszeit 27% Stunden. 
Die wahrend des Versuches gebildete Kohlenséure: 
In Barytvorlage 1 wurden gefunden. . . 1,00g Kohlensiéure 


% % 2 et nr . « » 044g és 
” ” 3 ” ” aoe 0,06 £ ” 
Summa. . . 1,50g 


Nach dem Versuche wurde die Versuchsfliissigkeit tiber Kieselgur 
filtriert und dann in 3 und 5 ccm des klaren Filtrats wie oben Gesamt- 
aceton und praformiertes Aceton bestimmt. Auf das Totalvolumen (267 ccm) 
der Versuchsfliissigkeit umgerechnet, wurden so gefunden: 

COMONONNbOIE 4.550. ee ne eee SOD OG 
und praéformiertes Aceton ...... 52,, 

In den Gaswaschflaschen konnten folgende Acetonmengen bestimmt 
werden: 

Gaswaschflasche 1+ 2 .. . . 7,2mg Aceton 
5 - SER te ek Ste ‘i 
Summa. . . 7,2 mg 

B. Blindprobe. 25g PreBhefe und 250ccm destillierten Wassers 
= 267 ccm Totalvolumen wurden wie oben im Sauerstoffstrom geschiittelt. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit neutral. 

Die wahrend des Versuches gebildete Kohlensiure: 


Barytvorlage 1... . 2. « «0,368 
”» Pert eS 
* ose t, wea ee 


Summa. . . 0,40¢g 

Da in der Hauptprobe sich 1,50 g Kohlenséure gebildet haben, kommen 
also 1,50 — 0,40 = 1,1 g auf Rechnung der Acetessigsiure und des Alkohols 
derselben Probe. 

C. Gewéhnliche Gdrungsprobe (ohne O,-Zufuhr). 20g PreBhefe und 
200ccm obiger Acetessigsiurelésung = 214cem ‘Totalvolumen wurden 
zwecks Verteilung der Hefe in einem zugekorkten Kolben durchgeschiittelt 
und dann wihrend 27144 Stunden bei gewéhnlicher Temperatur stehen- 
gelassen. Wahrend dieser Zeit wurde ein paarmal kraftig geschiittelt. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit vor dem Versuche neutral, nach 
dem Versuche schwach alkalisch. 

Wie beim Versuche A wurde auch hier nach der Schiittelung in der 
Hefesuspension priformiertes Aceton und Gesamtaceton bestimmt. Um 
mit der Hauptprobe vergleichbare Werte zu bekommen, sind die erhaltenen 
Zahlen auf dasselbe Volumen der Versuchsfliissigkeit, das sind 267 ccm, 
umgerechnet worden. 

Gesamtaceton 1220mg. Praformiertes Aceton 18 mg. 


Diskussion der Versuchsresultate. 


Tabelle I. 
Die verwendete Acetessigsdiurelésung enthielt in 250 ccm: 
| ey TO eG one xaos ABO 
1): DUMCCITINRE UDR ODOM 5a hs Hess Bi ow Ga ee 
c) a — b = Aceton aus der Acetessigsture .. . 1350 ,, 
d) Acetessigsiture aus c) berechnet ..... . . 2380 ,, 


e) Praformiertes Aceton in Proz. vom Gesamtaceton 2,2 Proz. 





oonos & 


in” ie 


ee 











Einflu8 des O auf die assimilat. usw. Tatigkeit der Hefe. IV. 477 


Wiahrend des Versuches verinderte sich die Acetessigsiurelésung 
nicht. 

Eine ahnliche Zusammenstellung der Resultate der Acetessigsiure 
und Acetonbestimmungen der Proben A und C gestaltet sich folgender- 
mafen. Die Ziffern der untenstehenden Tabelle beziehen sich auf das 
Totalvolumen der Versuchsfliissigkeit, 267 ccm (Fliissigkeit und Hefe- 
zellen). 

Tabelle Il. 


Acetessigsiure- und Acetonbilanz der Proben A und C 
nach 27stiindiger Versuchszeit: 





Probe A | Probe C 
a,) Gesamtaceton in der Suspension. . . 1180 mg 1220 mg 
a) & + b, = totaler Gehalt an G esamtaceton . ner 1220 
b,) Praformiertes Aceton in der Suspension . , SS: . ea 
b,) Aceton in den Vorlagen . . ‘oe Oo, 
b,) b, + b, = totaler Gehalt an freiem Aceton 59 , ae 
c) a, — b, = Aceton. aus der ee F 1128 1202 , 
d) Acetessigsiure aus c berechnet .. . 1980 , 2120 , 
e) Acetongehalt, b,, in Prozenten von dem 1 Ge- 
vectacsrcnccimtuatan, thes Ca ee ee 5,0 Proz. —-1,5 Proz. 


In Prozenten von dem Acetessigsiuregehalt der urspriinglichen 
Lésung, 2380 mg, betriigt der Gehalt derselben Siure in der Probe A 
83,3 Proz. und in der Probe C 89,1 Proz. 

Wir konstatieren also eine Abnahme der bestimmbaren Acetessig- 
siure im Falle A (Sauerstoff geliiftet) von 16,7 Proz. und im Falle C 
von 10,9 Proz. Auffallend ist, daB der Gehalt an freiem Aceton der 
beiden Proben so klein ist, besonders, daB dieser Gehalt in C sogar 
kleiner ist als der der Acetessigsiurelésung. Bei der Zersetzung der 
Saure durch die Hefe scheint es, daB Aceton nicht gebildet wird, oder 
daB es, wenn es gebildet wird, sofort von der Hefe assimiliert oder 
von derselben veratmet wird. 


Kohlenstoffbilanz. 

6,5 g Acetessigester wurden hydrolysiert, wobei 5,1 g Acetessig- 
siure entstehen sollten. In 250 ccm sollten also 2550 mg vorhanden 
sein ; wir haben aber nur 2380 mg Siiure und 30 mg praformiertes Aceton 
bestimmen kénnen, was eine Ausbeute von 93,4 Proz. bedeutet. Die 
fehlenden 5 Proz. kénnen wir zufolge der unten erhaltenen Resultate 
als unverseiften Ester betrachten, der von der Hefe genau so wie 
die Saure angegriffen wird. Wir sind also berechtigt, anzunehmen, 
daB8 wir von einer Versuchsflissigkeit ausgingen, die rund 2550 mg 
Acetessigsiiure, das sind 1200 mg Kohlenstoff, enthielt. 


Biochemische Zeitschrift Band 142. 39 
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Tabelle ITI. 


Kohlenstoffbilanz der Acetessigsiurelésung (250 cem): 


Acetessigsiure .. . . . . 2380mg enthalten 1120mg C = 93,4 Proz. 
Freies Acoton. .. . . s-% 38 ... ‘i | LG <. 
Manko (als Acetessigsiure 

berechnet): . .. fs SD, ae | Tea cS en 


2540 mg enthalten 1200 mg C = 100,0 Proz. 


Tabelle IV. 
Kohlenstoffbilanz der Proben A und C nach dem Versuche: 








Probe A 
Acetessigsdure .... . . . 1980mg mit 932mg C = 77,6 Proz. 
Prem Bante ci ose a ery ow 3 oe BE 
Manko (CO,, Trockensubstanz- 
zunahme der Hefe usw. vgl. 
Tabelle VIII, S. 484)... BS) 45155 = IOS os 
1200 mg C = 100,0 Proz. 
. Probe C 
Acetessigsaure .... . . . 2120mg mit 1000mg C = 83,4 Proz. 
Preiss sAeeton i623) 652 +5 1 wy bey ee Oj, 


Manko (CO,, Trockensubstanz- 
zunahme der Hefe usw. vgl. 
Tabelle VIII, 8S. 484)... BOG, 54 = DAT 
1200 mg C = 100,0 Proz. 

Der gréBte Teil der Acetessigsiure, 77,6 und 83,4 Proz., ist von 
der Hefe unberiihrt geblieben. Die sauerstoffgeschiittelte Hefe, Probe A, 
hat eine bedeutend gréBere Zerst6rung der Saure hervorgerufen als 
die nicht geliiftete; 3,1 bzw. 0,9 Proz. der zugesetzten Sauremenge 
finden wir in Form von Aceton und 19,3 bzw. 15,7 Proz. haben Kohlen- 
siure und Assimilationsprodukte der Hefe geliefert. 

In der Acetessigsiurelésung haben wir 2380 mg der Saure bestimmen 
kénnen und in den Proben A und C haben wir 1980 bzw. 2120 mg 
zuriickgefunden. Der Mindergehalt in diesen Proben betrigt also 400 
bzw. 260 mg, und wenn dieses Manko dadurch zu erkliren ware, daB 
die Saéure von der Hefe in Aceton und Kohlensiure gespalten ware, 
so hitten sich dabei 227 bzw. 148 mg Aceton bilden sollen, d. h. die 
Probe A sollte 257 + 30 = 287 mg und die Probe C sollte 148 + 30 
== 178 mg freies Aceton enthalten. Der Kohlenstoffgehalt dieses Acetons 
wire 179 bzw. 111 mg C und in Prozenten von dem Kohlenstoffgehalt 
der zugesetzten Acetessigsiuremenge 14,9 bzw. 9,3 Proz. In Wirklich- 
keit sind die bestimmten Acetonmengen finf- und zehnmal kleiner, 
und es scheint also, als ob die Acetessigsiure von der Hefe assimiliert 
worden wiire. 

Versuch 2. Versuchsdaten. 


Die Herstellung der Saure geschah wie beim vorigen Versuche. 40g 
Acetessigester wurden mit 18,7 g Kaliumhydrat und 712g destillierten 
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Wassers versetzt und 24 Stunden in der Kalte stehengelassen. Sodann 
wurde mit Schwefelsiture genau (Lackmus) neutralisiert und auf 1000 cem 
aufgefiillt. Die Bestimmungsmethoden waren dieselben wie im vorigen 
Versuche. Von dieser Lésung kamen bei den folgenden Untersuchungen 
(Probe A und C) je 400ccm zur Verwendung. 

Ausgefiihrte Analysen ergaben, da 400 ccm der Lésung 


Gesamtaceton. ....... . 6800 mg 
und praformiertes Aceton ..... 124 ,, 


enthielten. Hieraus laBt sich berechnen, daB die bei der Hydrolyse des 
Acetessigesters entstandene Alkoholmenge 5,35 ¢ betrug (pro 400 ccm). 
AuBerdem enthielt die Lésung noch Kaliumsulfat. 

Um eine vollstandige Kohlenstoffbilanz iiber die bei der Zersetzung 
der Acetessigsiure durch die Hefe gebildeten Produkte Aceton, Kohlensdure 
und von der Saéure stammende Assimilationsprodukte der Hefe gegeniiber 
der zugesetzten Siuremenge aufstellen zu kénnen, miissen wir die Mengen 
dieser Produkte kennen. In einer Mischung von Hefe und obiger Acet- 
essigsiurelésung kann eine eventuelle Acetonmenge nur von der Siure her- 
riihren und kann also direkt ermittelt werden. Die entwickelte Kohlensaiure 
und eine eventuelle Zunahme der Hefentrockensubstanz kénnen dagegen 
auBer 

a) von der Acetessigsdure auch 

b) von der in der Versuchsfliissigkeit vorhandenen Alkoholmenge 
stammen. AuSerdem wird Kohlensiure 

c) bei der Atmung der Hefe gebildet. Diese beiden GréBen Kohlen- 
siure und Assimilationsprodukte der Acetessigsiure miissen also durch 
Differenzbestimmungen ermittelt werden. Wenn wir neben der Haupt- 
probe A eine Blindprobe B mit derselben Hefe- und Alkoholmenge (samt 
Totalvolumen) wie bei der Hauptprobe anstellen und diese Blindprobe 
genau so wie die Hauptprobe behandeln, so kénnen wir durch Kohlensaure 
und Hefetrockensubstanzbestimmungen in den beiden Proben die ge- 
wiinschten Faktoren durch Differenzberechnung feststellen. 

Die von dem Sauerstoffstrom aus dem Schiittelkolben der Haupt- 
probe A mitgerissene Acetonmenge wurde wie beim vorigen Versuche in 
drei eisgekiihlten Gaswaschflaschen mit je 100 ccm destillierten Wassers 
aufgefangen. 

AuBer diesen beiden Proben A und B wurden zwei ganz gleiche, C 
und D (A und B entsprechend), aber ohne Sauerstoffdurchleitung und 
Schiittelung angesetzt. SchlieBlich wurde die Trockensubstanz der ver- 
wendeten Hefe in 40g derselben ermittelt. 

A. Hauptprobe. 40g PreBhefe + 400 ccm der Lésung von acetessig- 
saurem Kalium (enthaltend 11720 mg Acetessigsiure, 125 mg Aceton und 
5350 mg Athylalkohol) = 428 ccm Totalvolumen wurden 4 Stunden im 
Sauerstoffstrom geschiittelt, danach 13 Stunden iiber Nacht stehengelassen, 
am zweiten Tage 10 Stunden mit Sauerstoff geschiittelt, sodann 16 Stunden 
iiber die zweite Nacht stehengelassen und am dritten Tage wieder 4 Stunden 
mit Sauerstoff geschiittelt. Wiahrend der ganzen Versuchszeit schwankte 
die Temperatur zwischen 16 und 20°C. 

Trockensubstanz der Hefe vor dem Versuche 23,0 Proz. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit vor dem Versuche neutral, nach 
dem Versuche schwach alkalisch. 
Totale Versuchszeit 47 Stunden. 


32* 
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Nach 4 Stunden wurden die mit je 400 com n/5 Barytlésung beschickten 
Vorlagen titriert; nachher mit frischem Baryt gefiillt und nach dem Ver- 
suche wieder titriert. 

Insgesamt sind 2,64 g Kohlensiure in den Barytvorlagen aufgefangen 
worden. 

Bei der Zersetzung des acetessigsauren Kaliums wird eine mit der 
Acetessigsiure iquivalente Menge Kaliumhydrat frei, das sich mit der 
Kohlensiiure zu Carbonat oder Bicarbonat verbindet, wodurch ein Teil 
der Kohlensiure retiniert wird und sich der Bestimmung in den Baryt- 
vorlagen entzieht. Bei dem Versuche A sind 7,8 Proz. der zugesetzten 
Acetessigsiture zerstért worden (s. unten). Wenn sich das dabei frei- 
gemachte Kaliumhydrat mit der Kohlensiure zu Bicarbonat verbindet, 
werden 380mg Kohlensiure in der Versuchsfliissigkeit zuriickgehalten; 
wenn dagegen aber neutrales Carbonat gebildet wird, 190 mg. Wir nehmen 
an, daB rund 300 mg retiniert worden sind, und haben also in der Hauptprobe 
eine totale Kohlensdurebildung von 2,64 + 0,3 = 2,94¢ bestimmen kénnen. 

Nach dem Versuche wurde die Versuchsfliissigkeit sehr gut durch- 
geschiittelt und von der gleichmaéBigen Suspension 50 ccm abpipettiert und 
iiber Kieselgur klar filtriert. In der restlichen Suspension (378 eem) wurde 
der Trockensubstanzgehalt bestimmt (s. unten). Das Filtrat diente zur 
Ermittlung der Reaktion sowie des Gesamtacetons in 1 cem und des pra- 
formierten Acetons in 5cem. Auf das Totalvolumen der Versuchsfliissigkeit 
gerechnet, wurden so gefunden: 


Gesamtaceton. ...... . . 6300mg 
und praformiertes Aceton ..... 133 ,, 


In den Gaswaschflaschen konnten zusammen 25 mg Aceton bestimmt 
werden. 

Die restlichen 378 cem der Suspension wurden unter unten angegebenen 
VorsichtmaBregeln zwecks Ermittlung des Gehaltes an Trockensubstanz 
auf dem Wasserbade eingedampft'). Da die Fliissigkeit eine betrachtliche, 


') Bestimmung der Trockensubstanz: Die Probe E (S. 481) konnte 
sofort in einer Glasschale auf dem Wasserbade eingedampft und dann 
im Trockenschrank (105°) zur Gewichtskonstanz getrocknet werden. Bei 
den tibrigen Proben A, B, C und D gelangen je 378 cem der gut durch- 
geschiittelten und gleichmaBigen Versuchsfliissigkeit auf dem Wasserbade 
zur Verdampfung. Die Proben B und D enthielten nebst Hefe nur Alkohol, 
der durch die Eindampfung entfernt wurde, und konnten folglich wie E 
direkt getrocknet werden. Bei den Proben A und C waren die Verhiltnisse 
komplizierter. Beide enthielten Acetessigsiure, die bei der Eindampfung 
in Aceton und Kohlensiure gespalten wurde. Das Aceton wurde verfliichtigt 
und die Kohlensaéure bildete mit dem Kalium (aus dem acetessigsauren 
Kalium) Carbonat oder Bicarbonat. Die Suspensionen wurden also stark 
alkalisch, aber da Ammoniak nur in Spuren vorhanden war, brauchen 
wir keine Verluste an Trockensubstanz befiirchten. Nach Neutralisation 
mit Schwefelsiure, wobei groBe Mengen Kohlensaiure entwichen, konnte 
die Eindampfung einwandfrei vollzogen werden. Die in diesen beiden 
Proben vorhandenen Mengen von Kaliumsulfat sind genau bekannt und 
miissen, wenn wir mit den tibrigen Proben vergleichbare Werte bekommen 
wollen, von den direkt bestimmten Trockensubstanzmengen abgezogen 
werden. Die in 378cem Fliissigkeitsvolumen ermittelten Werte wurden 
in den Proben A, B, C und D auf ein Volumen von 428 cem umgerechnet. 
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aber bekannte Menge an Kaliumsulfat, die von der Neutralisation des 
Acetessigesterhydrolysats und von der wiihrend des Eindampfens zu- 
gesetzten Schwefelsiure herriihren, enthielt, mu8 diese Menge von der 
direkt bestimmten Trockensubstanz abgezogen werden. 

Auf 428 ccm umgerechnet, erhielten wir so eine korrigierte Trocken- 
substanzmenge von 10,18 g. (Die Acetessigsiture wurde beim Eindampfen 
in Aceton und Kohlensaure, die entwichen, gespalten.) 

B. Blindprobe. 40g PreBhefe + 400 ccm wisseriger Alkohollésung 
(enthaltend 5,35 g Alkohol) = 428cem Totalvolumen wurden genau so 
wie die Hauptprobe mit Sauerstoff geschiittelt. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit neutral. 

Die wahrend des Versuches gebildete Kohlensiure 1,44 g. 

Auf Rechnung der Acetessigsiiture der Probe A kommen demnach 
2,94 — 1,44 = 1,50 ¢ Kohlensiaure. 

Wie bei der vorigen Probe A wurde auch hier die Trockensubstanz 
in der restlichen Versuchsfliissigkeit bestimmt (vgl. die Anmerkung §8. 480). 
Sie betrug in einem Volumen von 428 cem 9,58 g. 

Die Trockensubstanzmenge der Probe A war 10,18 g und ist also um 
600mg gréBer. Die Acetessigsiiure hat eine Vermehrung der T'rocken- 
substanz der Hefe von 600 mg verursacht. 

C. Gewohnliche Gdrungsprobe. 40g PreBhefe + 400 cem obiger Acet- 
essigsdurel6sung = 428cem Totalvolumen wurden zwecks Verteilung der 
Hefe in einem zugekorkten Kolben durchgeschiittelt und dann wahrend 
47 Stunden neben den beiden oben beschriebenen Proben stehengelassen. 
Wihrend dieser Zeit wurde ein paarmal kraftig durchgeschiittelt. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit vor dem Versuche neutral, nach 
dem Versuche schwach alkalisch. 

Nach dem Versuche wurden pro 428 cem bestimmt: 

Gesamtaceton. ...... . . 63840 mg 
und préformiertes Aceton .. . . . TA gy 

Die Bestimmung und Berechnung der Hefetrockensubstanz geschah 
so wie bei der Probe A. Sie betrug 9,36 g. 

D. Blindprobe der Probe C. 40g PreBhefe + 400 ccm wisseriger 
Alkohollésung (enthaltend 5,35 g Athylalkohol) = 428 cem Totalvolumen 
wurden wie C behandelt. 

Reaktion der Versuchsfliissigkeit neutral. 

Die Trockensubstanzmenge betrug in 428 cem 9,16 g. 

Die Trockensubstanzzunahme in C ist also 9,36 — 9,16 = 0,20 ¢ oder 
200 mg. 

E. Trockensubstanzbestimmung der Hefe. 40g PreBhefe wurden sofort 
in einer Glasschale auf dem Wasserbade eingedampft und dann im Trocken- 
schrank (105°) zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

40g PreBhefe enthielten Trockensubstanz 9,24 g. é 

Gegeniiberstellung der ermittelten Trockensubstanzmengen : 
Probe A. . . 10,18 g Substanz + (420 + 600) 1020 mg 
B.'s. Bee = + 420mg 
Oe Gee 520 RGR 
Dii fec PAGS es  % De se: 
E. 9,24 g és + 80 ,, 


Alle Proben enthielten 40 g PreBhefe; A, B, C, D auBerdem 5,35 g 
Alkohol und A und C schlieBlich noch 11,72 g Acetessigsiure und 
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0,16 g freies Aceton. A und B waren Sauerstoffproben, C und D ge- 
wohnliche Garungsproben. E reprasentiert das Ausgangsmaterial. 

B und D enthalten keine Acetessigsiure, aber weisen trotzdem 
eine betrichtliche Differenz auf (420 mg). In der ersten Probe ist die 
Hefe mit einer Alkohollésung bei intensivster Sauerstoffliftung be- 
handelt worden, was einen teilweisen Aufbau des Alkohols durch die 
Hefe zu Kohlehydraten, die sich in der Hefe abgelagert haben und 
somit eine Zunahme der Hefentrockensubstanz hervorgebracht haben, 
verursachte. Die Probe D ist dagegen ohne Liiftung und Sauerstoff- 
zufuhr mit derselben Alkoholmenge ruhig gestanden und zeigt gegen- 
iiber Probe E sogar eine kleinere Trockensubstanz, was durch die 
Selbstgiirung der Hefe in D erklirt wird. Der Alkohol ist in diesem 
Falle ganz inaktiv geblieben. 

Die Differenzen A — B und C — D, 600 und 200mg, sind der 
Acetessigsiure zuzuschreiben; die Differenz A — D der Acetessigsiure 
und dem Alkohol. Die Sauerstoffliftung hat also betrichtliche Wir- 
kungen hervorgerufen. 


Diskussion der Versuchsresultate. 
a) Die Zusammensetzung der Acetessigsiurel6sung vor und nach dem 
Versuche. 

Die hergestellte Acetessigsiurelésung wurde vor und nach dem 
Versuche analysiert. Um das Gesamtaceton zu bestimmen, wurde 
1 cem der Lésung mit 150 ccm Wasser versetzt und nach Messinger- 
Huppert destilliert. Das praformierte Aceton wurde in 5 ccm Lésung, 
die mit Wasser auf 20 ccm verdiinnt waren, nach Folin ermittelt. 
Die dabei erhaltenen Resultate finden sich in untenstehender Tabelle, 
wo die Ziffern sich auf ein Volumen von 400 ccm beziehen, wodurch 
wir mit den tibrigen Proben direkt vergleichbare Werte bekommen. 


Tabelle V. 
Die nach §. 474 hergestellte Acetessigsiurelésung enthilt in 400 ccm: 





Vor dem Nach dem 
Versuch Versuch 
a) Gosaminotten 0 6 Wa ee aR ae 6770 mg 
b) Praéformiertes Aceton, ........... i] 1%, 145 ,, 
c) a — b = Aceton aus der Acetessigsiure. . . | 6676 , 6625 
d) Acetessigsiure aus c berechnet ...... . |} 11720 , 11630 
e) Praform. Aceton in Proz. vom Gesamtaceton 1,8 Proz. | 2,1 Proz. 


In einer Menge von etwa 5 Proz. von der Acetessigsiure ist auBer- 
dem‘ Acetessigester (gerechnet als Saure) in der Lésung vorhanden; 
s. unten. 

Wihrend des Versuches hat sich die Acetessigsiurelésung innerhalb 
der Versuchsfehlergrenzen nicht verandert. 
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Eine ahnliche Zusammenstellung der Resultate der Acetessigsiiure- 
und Acetonbestimmungen der Proben A und C gestaltet sich folgender- 
maBen. Die Ziffern der untenstehenden Tabelle VI beziehen sich auf 
das Totalvolumen der Versuchsfliissigkeit, 428 ccm. 


Tabelle VI. 
Acetessigsiure- und Acetonbilanz der Proben A und C nach 47stiindiger 
Versuchszeit: 





Probe A Probe C 

a,) Gesamtaceton in der Suspension, ..... 6300 mg 6340 mg 
b,) Praformiertes Aceton in der Suspension , . 133, y: age 
b,) Aceton in den Vorlagen .......... 25 , 0 
b,) b, + b, = totaler Gehalt an freiem Aceton . 158 , a 
&)) &, + b, = totaler Gehalt an Gesamtaceton . 6325, 6340 . 
c) a, — b, = Aceton aus der Acetessigsiure . . 6167, 6265, 
d) Acetessigsiure aus c berechnet. ..... . | 10800 , 11000 
e) Acetongehalt, b,, in Prozenten von dem Ge- 

samtaceton, a... ee eo rary Fae 2.5 Proz. 1,2 Proz. 


In Prozenten von dem Acetessigsiiuregehalt der urspriinglichen 
Lésung, 11720 mg, betragt der Gehalt derselben Saiure in der Probe A 
92,2 Proz. und in der Probe C 93,8 Proz. 

Wir konstatieren also auch hier eine Abnahme der bestimmbaren 
Acetessigsiure im Falle A (Sauerstoff geschiittelt) von 7,8 Proz. und 
im Falle C von 6,2 Proz. Wir finden dieselben Erscheinungen wie 
beim vorigen Versuche. In der sauerstoffgeliifteten Probe A_ ist 
die Zersetzung der Acetessigsiure stirker als in der anderen, C. 
Im Falle A hat sich etwas freies Aceton gebildet, aber in C finden wir 
wieder eine kleinere Acetonmenge als in der urspriinglichen Acetessig- 
siurelésung, und es scheint, als ob Aceton von der Hefe assimiliert 
werden kénnte. 


b) Kohlenstoffbilanz der sauerstoffgeschiittelten Probe A. 

40 g Acetessigester wurden hydrolysiert, wobei theoretisch 31,4 g 
Acetessigsiure entstehen sollten. In 400 ccm sollten also 12560 mg 
vorhanden sein. Wir haben nur 11720 mg Acetessigsiiure und 124 mg 
Aceton bestimmen kénnen, entsprechend einer Ausbeute von 93,4 Proz. 
Saure. Von dem Acetessigester sind also ungeféhr 5 Proz. in Form 
von anderen Verbindungen als Aceton und Acetessigsiiure (z. B. Acet- 
essigester usw.) in der Versuchsfliissigkeit vorhanden. Zufolge hier 
nicht mitgeteilter Versuche wird Acetessigester genau so wie die Saure 
selbst von Hefe angegriffen, und wir machen also keine nennenswerten 
Fehler, wie die untenstehende Bilanztabelle zeigt, wenn wir annehmen, 
daB wir von einer Versuchsfliissigkeit ausgingen, die rund 12500 mg 
Acetessigsiure mit einem Kohlenstoffgehalt von 5900 mg enthielt. 
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Tabelle VII. 


Kohlenstoffbilanz der Acetessigsiurelésung (400 ccm): 


Acetessigsaure . . . . .11720mg enthalten5510mg C = 93,4 Proz. C 
Freies Acetim (...6.0. 22 1B me yi er ee as aa ee 
Manko (als Acetessigsiiure 

berechnet) .... . 665 ,, ‘i Be g5 agg pe cae 


12510mg enthalten 5900mg C = 100,0 Proz. C 


Tabelle VIII. 


Kohlenstoffbilanz der Probe A nach dem Versuche: 


Acetessigsiure . . . . .10800mg enthalten 5080mg C = 86,1 Proz. C 
Peas: Acotem: 2k. Ss 1B Re 0. » = CS aee 
Kohlensiure (Differenz 

zwischen A und B). 1500 ,, a 400: «i=. - B82 


Trockensubstanzzunahme 

der Hefe als C,H,)0; 

(mit 44,4 Proz. C) be- 

phat 6 oe... ORO ,, = B66. 3 oe a oe 
WOM 8 ass Oe ae” 


5900 mg C = 100,0 Proz. C 


Aus Tabelle VIII sehen wir, daB der gréBte Teil der Acetessig- 
saure (86,1 Proz.) unveriandert zuriickgeblieben ist. 4,5 Proz. der Saure 
hat die Hefe fiir Kohlehydrataufbau verwendet und 6,9 bzw. 1,6 Proz. 
finden wir in Form von Kohlensiure und Aceton wieder. Das Kohlen- 
stoffmanko betrigt nur 0,8 Proz. und bestitigt somit die Berechtigung 
unserer Annahme tiber den Kohlenstoffgehalt der Acetessigsiurelésung 
bzw. der anfinglichen Versuchsfliissigkeit. Der Mindergehalt der 
Proben A und C an Acetessigsiure gegeniiber der urspriinglichen 
Lésung war in A 11720 — 10800 = 920 mg und in C 11720 — 11000 
= 720mg. Wenn die Acetessigsiure, wie angenommen wird, durch 
die Einwirkung der Hefe in Aceton und Kohlensaéure gespaltet wird, 
so hatten sich in diesem Falle 520 mg Aceton und 400 mg Kohlensaure 
bzw. 410 und 310 mg bilden sollen. — A sollte demnach einen Gehalt 
von 520 + 125 = 645 mg (400mg Kohlenstoff) und C einen solchen 
von 410 + 125 = 535mg (330mg C) Aceton aufweisen. Die ent- 
sprechenden Werte der Kohlensiure waren die oben genannten 400 
(110 mg C) und 310 mg (85 mg C). 


c) Kohlenstoffbilanz der gewéhnlichen Garungsprobe C. 


Bei den Proben C und D sind keine Kohlensaiurebestimmungen 
ausgefiihrt worden, aber wenn wir dasselbe Manko wie in A annehmen, 
kénnen wir die in C gebildete, aus der Acetessigsiure stammende 
Kohlensiiure berechnen und erhalten so die folgende Bilanztabelle : 
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Tabelle IX. , 


Kohlenstoffbilanz der in der Probe C zugesetzten Acetessigsiure und aus 
ihr gebildeter Produkte (Gaérung von acetessigsaurem Kalium ohne extra 
Sauerstoffzufuhr). 


Acetessigsiure . . . . .11000mg enthalten 5180mg C = 87,8 Proz. 
Freies Aceton ..... ae as is OG. cae Me ca 
Kohlensiure (als Diffe- 

renz berechnet) . . . 1970 ,. = OFF 3 >a OO 
Trockensubstanzzunahme 

als Kohlehydrate 

Os is ss a a Ks Cn a. 
ME ee ee 48°, «™ - GS 


5900 mg C = 100,0 Proz. 


In der Probe C sind 87,8 Proz. von der Acetessigsiiure unverindert 
zuriickgeblieben, also etwas mehr als in A. Wir finden hier dieselben 
Phanomene wie bei der Probe A und wie bei dem ersten Versuche 
mit Acetessigsiure, nur in weniger ausgepriigter Form. Die Menge 
an freiem Aceton hat gegeniiber der Acetessigsiurelésung abgenommen. 
Auffallend ist, daB, trotzdem eine kleinere Acetessigsiuremenge als 
in A verschwunden ist, der Kohlenstoffgehalt der CO, doch gréBer 
als in dieser Probe ist, 9,1 gegen 6,9 Proz. Dafiir betrigt aber die 
Trockensubstanzzunahme in C nur ein Drittel von derjenigen in A. 
Die letztgenannte Probe ist sauerstoffbehandelt, C dagegen nicht, 
und man hatte sich deshalb in dieser wegen geringerer Oxydations- 
moglichkeiten eine gegeniiber A kleinere Kohlensiuremenge erwartet. 
Die Tatsache laBt sich doch damit sehr gut erkliren, daB in C, wo kein 
Sauerstoff zugefihrt wurde, der aus der Acetessigsiure stammende 
Alkohol vollstandig intakt blieb (was aus der Probe D, 8. 481, wo 
dieselbe Alkoholmenge, aber keine Acetessigsiure, unter denselben 
Bedingungen, ohne assimiliert zu werden, vorhanden war, hervorgeht). 
In A und B hat dagegen die Hefe wegen des zugefiihrten Sauerstoffs 
den darin befindlichen Alkohol fiir Atmung und Assimilation zum 
Teil verwerten kénnen (vgl. Teil III). In der Probe A stehen also sowohl 
Alkohol als Acetessigsiure fiir die Erntéhrung und Atmung der Hefe zur 
Verfiigung: in der Probe C nur die Acetessigséure. Wir verstehen also, 
daB die von der Acetessigsiure gebildeten Assimilationsprodukte der 
Hefe in A viel weniger als in C der Veratmung unterlagen. Damit 
ist die Erklirung tiber den groBen Unterschied in der von der Acet- 
essigsiure verursachten Trockensubstanzzunahme in A und C gegeben, 
und auch die von derselben Siure verursachte gréBere Kohlensiure- 
bildung in C. In dieser Probe stammt nimlich die gesamte Atmungs- 
kohlensiure a) aus der Verbrennung von Teilen der durch die Assi- 
milation der Acetessigsiure gebildeten Kohlehydrate und b) aus den 
eigenen, veratmungsfahigen Koblehydraten der Hefe. In A stammt 
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sie a) aus den Assimilationskohlehydraten der Acetessigsiiure, b) aus 
den eigenen veratmungsfaihigen Kohleh ydraten der Hefe und c) aus den 
Assimilationskohlehydraten des Alkohols. Die Gruppe a) wird dadurch 
in der Probe C starker in Anspruch genommen als in der Probe A. 
Bei den Kohlensiurebestimmungen werden nur die a)-Gruppen ermittelt. 
Bei der Assimilation von Alkohol in A wird weiter, wie wir in Teil II 
dieser Arbeit hervorgehoben haben, ungefahr ein Drittel der Gesamt- 
energie des Alkohols frei, das zum Teil oder vollstiindig von der Hefe 
ausgenutzt werden kann. Diese Energie deckt einen Teil des Energie- 
bedarfs der Hefe, wodurch sie weniger zu atmen braucht, gleich Probe A. 

Wenn wir annehmen, daf die Acetessigsiiure von der Hefe zuerst 
in Aceton und Kohlenstiure gespalten wird und das Aceton dann assimiliert 
wird, verstehen wir auch, daB in A eine kleine Vermehrung freien 
Acetons hat stattfinden kénnen, weil nicht alles Aceton wegen Vor- 
handenseins assimilierbaren Alkohols (sauerstoffgeschiittelten) aus- 
genutzt zu werden braucht und in C eine Verminderung desselben, da 
hier die hungernde Hefe nur auf das Aceton angewiesen war und es 
deshalb méglichst ausnutzen muBte. 


d) Theoretisches tiber die Assimilation der Acetessigsiure. 

Wir kénnen uns die sich abspielenden Vorginge in verschiedener 
Weise vorstellen : 

1. Die Acetessigséure wird als solche von der Hefe assimiliert und 
dabei zu héheren Kohlehydraten, Zellbestandteilen und Atmungs- 
material aufgebaut. Die letzteren werden zum Teil abgebaut und schlieBlich 
zu Kohlensdiure und Wasser veratmet. Hierdurch wiirde die groBe Kohlen- 
siiurebildung erklart, aber nicht die zwar kleine Acetonzunahme in 
der Probe A und die Acetonabnahme in der Probe C. 

2. Die Acetessigsiure wird von der Hefe in Aceton und Kohlensdure 
zerlegt und das Aceton in statu nascendi beinahe quantitativ assimiliert. 
Die kleine Acetonbildung in A wiirde dadurch erklart, daB nicht alles 
Aceton wegen des Vorhandenseins von ausnutzbarem (sauerstoff- 
geschiitteltem) Alkohol vollstindig assimiliert worden ist und die 
Acetonassimilation in C dadurch, daB die hier stark hungernde Hefe 
(wegen Mangel an jedem anderen ausnutzbaren Nahrstoff) das Aceton 
méglichst ausnutzen muB. Die Veratmung der Assimilationsprodukte 
erklart wie in 1. die groBe Kohlensaiurebildung. 

3. Die Acetessigsiure wird von der Hefe direkt zu Kohlensdure 
und Wasser oxydiert. Hierdurch wird wohl die Kohlensiéurebildung, 
aber‘nicht das oben erwihnte Verhalten des Acetons und nicht die 
Trockensubstanzzunahme der Hefe erklart. 

4. Die Acetessigsiure wird in Aceton und Kohlensdiure gespalten 
und das gebildete Aceton zu Kohlensiure und Wasser verbrannt. Die 
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Kohlenséurebildung wird erklirt, aber nicht die Trockensubstanz- 
zunahme. In der Probe A, wo Sauerstoff zugefiihrt wurde, wiirde man 
weniger Aceton erwarten als in C, wo keine Sauerstoffzufuhr und infolge- 
dessen geringere Oxydationsméglichkeit vorhanden war. 

(Eine Kombination von diesen vier Fillen wire denkbar.) 

Von diesen in Betracht kommenden vier Moéglichkeiten gibt die 
zweite die beste Erklirung fiir die in den Versuchen gemachten Beob- 
achtungen. Fiir 2., das ist eine Spaltung der Acetessigsiure in Aceton 
und Kohlensiure mit Assimilation des Acetons durch die Hefe und 
gegen eine direkte Assimilation der Siure 1. spricht weiter folgendes: 
In den beiden Versuchen, besonders in dem ersten, haben wir konstatiert, 
daB in den mit Sauerstoff behandelten Proben ein bedeutend gréBeres 
Verschwinden der Acetessigsiiure als in den nicht sauerstoffgeliifteten 
Proben eintrat. Dem Sauerstoff dirfte also bei der Assimilation eine 
bedeutende Rolle zukommen. Folgende Zusammenstellung zeigt, daB 

Aceton CH,COCH,: 
C,H,O = C,(H,O)H, auf 1 C = 1,25 H (nach Abrechnung des Wassers) 
Acetessigsiure CH,COCH,COOH: 


aliieWehs 3s aos Se Oa Oe BE  . e a a 
Kohlehydrate C,H, 0;: 
OfOye eee OR RE = 00. E-C.,, ms 9 piel 


die Acetessigsiure und die Kohlehydrate auf derselben Oxydations- 
stufe stehen und daB sich Aceton aber auf einer bedeutend niedrigeren 
befindet. Fiir eine Assimilation und Uberfiihrung der Acetessigsiiure 
in die genannten Kohlehydrate wiirde Sauerstoff ohne EinfluB auf 
den Grad und die Geschwindigkeit sein. Um dagegen Aceton zu assi- 
milieren und zu Kohlehydraten aufzubauen, muB Sauerstoft zur Ver- 
fiigung stehen, und da wir in denjenigen Proben, wo diese Substanz 
zugetiihrt worden ist, ein bedeutend gréBeres Verschwinden (und 
Assimilation) der Saiure finden, so kénnen wir darin eine Bestiatigung 
der Richtigkeit unserer Annahme, da’ Acetessigsiiure iiber Aceton 
assimiliert wird, sehen. 

Weiter steht diese Annahme in Analogie mit unseren, in Teil I 
und II dieser Abhandlung ausgefiihrten Vorstellungen der Assimilation 
des Zuckers iiber Alkohol als Zwischenprodukt. 

DaB in den Proben C, wo kein Sauerstoff extra zugefiihrt wurde, 
eine Assimilation tiberhaupt eintreten kénnte, mub, da die Versuchs- 
fliissigkeiten in Beriithrung mit der Luft standen, dem in den Suspen- 
sionen gelésten Luftsauerstoff zugeschrieben werden. In statu nascendi 
ist Aceton dann scheinbar geniigend reaktionskraftig, um diesen Sauer- 
stoff ausnutzen zu kénnen. 

Die Vermutung, da®B die Assimilation der Acetessigsiiure bei 
Sauerstoffzufuhr derart erfolgt, da dieselbe zunichst in Aceton und 
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Kohlensiiure gespalten wird, wirde an Wahrscheinlichkeit gewinnen, 
wenn, ahnlich wie dies fiir den Alkohol gelungen ist, eine direkte Assi- 
mulation zugesetzten Acetons durch sauerstoffgeschiittelte Hefe nach- 
gewiesen werden kénnte. Leider mute ich aus auBeren Griinden auf 
solche Versuche verzichten. 


In meinen Versuchen reagierten die anfangs neutralen Versuchs- 
fliissigkeiten schwach alkalisch, weil sich, der verschwundenen Acet- 
essigsiure entsprechend, Kaliumcarbonat (oder Bicarbonat) gebildet 
hatte. Hierdurch ist vielleicht die Wasserstoffionenkonzentration eine 
ungiinstige geworden, so daB das acetessigsiiurespaltende Vermégen 
der Hefe eingeschrankt oder aufgehoben wurde. Durch Zusatz von 
Pufferlésungen, die der Versuchsflissigkeit eine bestimmte Wasser- 
stoffionenkonzentration geben, kénnte vielleicht eine bedeutend gréBere 
oder sogar vollstindige Spaltung der Acetessigsiure erreicht werden, 
aber da wir die dafiir optimale Ionenkonzentration nicht kennen, 
haitten wir zuerst dieselbe durch eine lange Serie von Versuchen bei 
verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen ermitteln miissen. So 
mubten wir uns einstweilen mit den bisher erhaltenen Resultaten 
begniigen. 


e) Energetische Betrachtungen tiber die Einwirkung der Hefe auf Acet- 


essigsiure. 


Wir vermuten, dap die Acetessigsiure von der Hefe in Aceton und 
Kohlensdure gespalten und da das Aceton in statu nascendi, wenn Sauer- 
stoff zur Verfiigung steht, durch die Hefe assimiliert wird (wenigstens 
wenn keine anderen Nahrstoffe in der Versuchsfliissigkeit vorhanden 
sind). Die Assimilation fordert die Gegenwart von Sauerstoff und wird 
von einem Sauerstoffstrom beférdert. In Analogie mit den Ergebnissen 
bei der Assimilation von Alkohol in statu nascendi, Teil I und II, diirfte 
hier keine direkte Verbrennung oder Veratmung der Acetessigsiure 
oder aus derselben gebildeten Acetons stattfinden. Statt einer direkten 
Oxydation oder Assimilation der Siure vollzieht sich hier eine Spaltung 
derselben in Aceton und Kohlensiure mit einer Assimilation des Acetons 
und nachheriger Verbrennung eines Teiles der gebildeten Assimilations- 
produkte. 

Uber die Energieumwandlung bei der Assimilation des aus der 
Acetessigsiiure gebildeten Acetons und bei der vollstindigen Ver- 
brennung der gebildeten Assimilationsprodukte (Glykogen): 


Verbrennungswirme des Acetons (fliissig) bei konstantem Druck 
= 427,3 kg/cal. 


Verbrennungswirme des Glykogens = 678,9 kg/cal. 
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Spaltung 
2CH,COCH,COOH-»2CH,COCH, + 2CO, Warmetonung unbekannt. | (Die 
- Verbrennungswarme der Acets 
9x 427,3 854.6 kg-Cal essigsaure ist unbekannt.) 








+-40 Assimilation 








854,6 
678,9 
CHO; + H,O + 175,7 kg-Cal —Totale Energies 
120 | Atmur 175,7 
al H 678,9 
6CO, + 5H,O + 678,9 kg-Cal 854,6 kg-Cal 


Bei der Assimilation der Acetessigsiiure itiber Aceton als Zwischen- 
produkt finden wir drei Viertel der Kohlenstoffmenge der Siure als 
Assimilationsprodukte wieder. Das restliche Viertel entweicht als 
Kohlensaiure. Bei der Assimilation des gebildeten Acetons wird un- 
gefihr ein Fiinftel des Energiegehaltes des Acetons frei, das von der 
Hefe zum Teil oder vollstandig ausgenutzt werden kann. Die restlichen 
vier Fiinftel werden bei der Verbrennung der gebildeten, leicht hydro- 
lvsierbaren Assimilationsprodukte durch die Hefe teilweise frei. 

Wie die Alkoholassimilation der Hefe (s. Mitteilung I, IT und IIT) 
erscheint also auch die Acetonassimilation wegen der dabei gebildeten 
Energiemenge als eine Atmungs- oder Verbrennungsstufe und die 
Acetonspaltung der Acetessigsiure als eine Vorstufe der Atmung, weil 
sie die niachsten Bausteine der Atmungskohlehydrate (sowie die der 
Kohlehydrate der Zelle) bildet. Da die Assimilation exotherm verlauft, 
braucht die Hefe keine Energie fiir dieselbe zu verbrauchen. Im Gegenteil 
braucht die Hefe wegen des Energiezuschusses, den sie bei der Assi- 
milation bekommt, ihre eigenen Atmungskohlehydrate weniger in 
Anspruch zu nehmen. 

1. Bei der Assimilation von Alkohol in statu nascendi (Teil I) 
deckt die bei der Assimilation und der Giarung gewonnene Energie- 
menge gerade den durch den Zuwachs (jedoch bei konstanter Zellen- 
zahl) hervorgerufenen vermehrten Energiebedarf der Hefe. Keine 
Steigerung der Atmungsintensitat tritt deshalb ein. 

2. Bei der Assimilation direkt zugesetzten Alkohols (Teil II) 
findet keine Garung statt, und die Hefe mu die Energiemenge, die 
sie in 1. aus der Girung bezieht, durch eine vermehrte Atmung decken. 
Dadurch vollzieht sich neben der Assimilation immer eine teilweise 
Veratmung der eben gebildeten Kohlehydrate. 


3. Bei der Acetonassimilation wird bedeutend weniger Energie 
frei als bei der Alkoholassimilation. Bei der Assimilation von 3 Mol 
Alkohol (= 3 . 326,2 = 978,6 kg/Cal) zu einem Aquivalent Glykogen 
(= 678,9 kg/Cal) werden 978,6 — 678.9 = 299,7 kg/Cal frei. Bei der 
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Assimilation von 2 Mol Aceton (== 2 . 427,3 = 854,6 kg/Cal) zu einer 
Glykogengruppe werden dagegen nur 854,6 — 678,9 = 175,7 kg/Cal 
frei. (Um den ganzen Reaktionsvorgang in den beiden Fiillen ver- 
gleichen zu kénnen, miiBten wir die Verbrennungswiirme der Acet- 
essigsiure kennen.) 

Da also bei der Acetonassimilation (in statu nascendi) nur ungefahr 
die Halfte von der Energiemenge, die bei der Alkoholassimilation 
(status nascens) entsteht, frei wird, muB sich die Hefe die fehlende 
Energie durch eine teilweise Veratmung der eben gebildeten Kohle- 
hydrate anschaffen. In Wirklichkeit finden wir auch hier, wie in 2., 
da waihrend der Assimilation eine solche Veratmung vorkommt (siehe 
S. 485 und 486). Die in den Versuchen bestimmten Trockensubstanz- 
vermehrungen reprasentieren demnach nur einen Teil derjenigen Kohle- 
hydrate, die wirklich gebildet (aber schon teilweise veratmet) worden 
sind, 

Vergleichen wir den Oxydationsgrad der fiinf in dieser Versuchs- 
reihe untersuchten Siuren, so ergibt sich nach Abrechnung der Elemente 
des Wassers : 

a) Citronenséiure C,H,O, 
C,(H,O),.O, . auf 1C = 0,50 0 (nach Abrechnung des Wassers) 
b) Apfelsiture C,H,O;: 


C,(H,0), .O, aut, LC 0,600: ( .,, is ss sa eikd 
c) Weinsaéure C,H,O,: 

C,(H,O), . O; . auf l g = 0,75 Oo ( °° .° °° ” ) 
d) Bernsteinsiure C,H,O,: 

C,(H,0),..0. .-auf.1C = 6,26 0 (.,, na e a 
e) Acetessigsiure C,H,O,: 

CiiH.O), ....... ot TC ere BIO (5 * ’ eS 
Demgegeniiber Kohlehydrate C,H,,0;: 

C,(H,O), . . . auf 1C = 0,00 O (nach Abrechnung des Wassers). 


Die vier ersten Siuren sind alle starker oxydiert als die Kohle- 
hydrate. Die Acetessigsiure ist gleich hoch oxydiert wie diese und 
wird, wie wir glauben, erst nach vorheriger Spaltung in die vollstandig 
oxydierte Kohlensiure und in das schwicher oxydierte Aceton (nach 
Abrechnung von H,O auf 1C 1,25 H) assimiliert. Es kénnte sein, 
daB eben eine gewisse Oxydationsmdglichkeit die Voraussetzung einer 
durch die sauerstoffgeliiftete Hefe sich vollziehenden Assimilation 
bildet. 


Zusammenfassung, 


Das Vermégen der PreBhefe, einige organische Sauren zu assi- 
milieren, ist bei Sauerstoffzufuhr und ohne diese untersucht worden. 
Dabei wurde eine Suspension von Prefhefe in destilliertem Wasser 
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mit den Natrium-, Kalium- und Ammoniumsalzen der betreffenden 
Sauren in solchen Mengen versetzt, daB die Konzentration der freien 
Sauren im allgemeinen 0,47 bis 1,05g pro 100 ccm betrug. Bei der 
Acetessigsiure wurden die Konzentrationen 0,90 und 2,75 g pro 100 cem 
gewahlt. Die Hefekonzentration war in allen Fallen 9,35 g gewohnlicher 
Handelshefe (mit etwa 25 Proz. Trockensubstanzgehalt) pro 100 cem. 
Der Hefe wurde keine Stickstoffnahrung geboten. Wahrend einer 
gewissen Zeit (6 bis 47 Stunden) wurden die Versuchsfliissigkeiten 
dann mit Sauerstoff geschiittelt. Bei der Acetessigsiure wurde auber- 
dem eine Probe angestellt, wo die ruhig stehende Suspension Sauer- 
stoff nur aus der Luft beziehen konnte. Versuchstemperatur 15 bis 
20°C, Versuchsdauer 6 bis 47 Stunden. 

1. Wie in den friiheren Mitteilungen konstatiert.worden ist, gibt 
die Hefe auch hier sehr wenig Substanz an die Versuchsfliissigkeit ab. 

2. Da der Hefe keine Stickstoffnahrung zur Verfiigung stand, 
trat keine Zellenvermehrung ein. 

3. Die Natriwum- und Ammoniumsalze der Citronensture, A pfel- 
sdure, Weinsdure und Bernsteinsiure werden innerhalb einiger 
Tage in etwa lproz. Lésung von sauerstoffgeschiittelter Hefe beim 
Fehlen von Kchlehydrat- und Stickstoffnahrung bei neutraler oder 
schwach saurer Reaktion der Versuchsfliissigkeit und bei gewéhnlicher 
Temperatur unter gleichzeitiger Entfernung der Atmungsprodukte der 
Hefe, insbesondere der Kohlensiure, nicht angegriffen. Sowohl die 
zugefiigten Salze als auch die im obigen Sinne schwankende Reaktion 
iibten keinen Einflu8 auf die Atmung der Hefe aus. 

4. Das Kaliumsalz der Acetessigsiure wurde dagegen von Preb- 
hefe (bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion) bei gewéhnlicher 
Temperatur in | bis 2 Tagen in einer Menge von 15 bis 20 Proz. assimiliert. 
Bei geringerer Konzentration der Acetessigsiure, etwa 1 Proz., ist die 
Assimilation eine stirkere als bei gréBerer, etwa 3 Proz., was eventuell 
damit im Zusammenhang steht, da das beim Verschwinden der Acet- 
essigsiure gebildete Kaliumcarbonat der Versuchsflissigkeit eine zu 
groBe Alkalitaét gibt; durch Regelung der Wasserstoffionenkonzentration 
kénnte vielleicht der Umfang der Assimilation gesteigert werden. 

Die Assimilationsprodukte verursachen bei gleichbleibender Zellen- 
zahl eine Trockensubstanzzunahme der Hefe. 

5. Wir vermuten, daB die Acetessigsdéure von Hefe in Aceton und 
Kohlensdure gespalten und da das Aceton in statu nascendi, wenn O, 
zur Verfiigung steht, durch die Hefe assimiliert werde. (Analogie zu 
der Zuckerassimilation auf dem Wege der Alkoholspaltung!) Parallel 
mit der Assimilation diirfte ein Teil der neugebildeten Kohlehydrate 
veratmet werden. 
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6. Was die Bestimmung der Menge der infolge der Assimilation 
neugebildeten Kohlehydrate betrifft, so mu8B man durch Blindversuche 
die bei der Lebenstiatigkeit der Hefe ohne Siurezusatz veratmeten 
Kohlehydrate ermitteln und in Rechnung setzen. In den Hauptproben 
findet auBer dieser Atmung noch eine Verbrennung von Teilen der 
neugebildeten Kohlehydrate statt, so daB die aus der Atmung der 
Hefe stammende Kohlensiuremenge in der Hauptprobe immer gréBer 
ist als in der Blindprobe. 

7. In Analogie mit den Versuchen in Teil II diirften die Liweif- 
substanzen der Hefe durch die verschiedenen Behandlungsweisen der 
Hefe wenig beeinfluBt sein. 























Uber die Reaktionsfihigkeit verschiedener Aminosiuren 
an Blutkohle sowie gegeniiber Wasserstoffsuperoxyd. 


Von 
Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 18. September 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bringt man Blutkoble?) mit iquimolekularen Lésungen verschiedener 
Aminosiuren ins Adsorptionsgleichgewicht und mift die Sauerstoff- 
mengen, die pro Gramm Kodhle und Minute aufgenommen werden, so 
findet man groBe Unterschiede. Beispielsweise verbraucht Kohle, im 
Gleichgewicht mit einer etwa zehntausendstel normalen Leucinlésung, 
in einer bestimmten Zeit mehr als 50mal soviel Sauerstoff, als im 
Gleichgewicht mit einer ebenso konzentrierten Glykokolllésung. Es 
liegt nahe, die Erklarung in der Verschiedenheit der Adsorptions- 
konstanten zu suchen und anzunehmen, da die Unterschiede kleiner 
werden, méglicherweise sogar verschwinden, wenn man die Oxydations- 
geschwindigkeit nicht auf die Konzentrationen in der Lésung. 
sondern auf die adsorbierten Substanzmengen bezieht. Von diesem 
Gesichtspunkte aus habe ich es, auf Vorschlag von Herrn Warburg, 
unternommen, das Verhalten verschiedener Aminoséuren an Kohle zu 
vergleichen ?). 


I. Die Versuchsanordnung. 


Messung des Sauerstoffverbrauchs. 0,4g Kohle (Mercks ,,Tier- 
blutkohle“) wurden mit 10ccm Aminosiiurelésung tibergossen und in 
den Atmungstrog (Abb. 1) bei F eingefillt. In dem Einsatz E des 
Troges befand sich 1 cem 5proz. Kalilauge. 

Der Trog wurde mit einem Bancrottmancmeter verbunden und 
nachdem sein Gasraum mit Sauerstoff gefillt war, im Thermostaten 


1) O. Warburg und LE. Negelein, diese Zeitschr. 118, 257, 1921. 
2) Vorversuche zu dieser Arbeit hat Herr Dr. R. Mayer ausgefiihrt. 
Biochemische Zeitschrift Band 142. 33 
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auf oft beschriebene Art!) geschiittelt. Bezeichnen wir die beobachtete 
Druckanderung mit h, die ,,GefaBkonstante fiir Sauerstoff‘‘ mit Ko,; 
so ist der Sauerstoffverbrauch in Kubikmillimetern 
v= hKo,. (1) 
Das Gesamtvolumen des Troges war 
etwa 30 ccm, das Volumen der eingefiillten 
Flissigkeiten nach dem Gesagten 11 ccm, 
woraus sich Ko, fiir 20°zu etwa 1,8 berechnet. 
1mm Druckinderung zeigte also den Ver- 
brauch von 1,8cmm Sauerstoff an. 
A Die. Versuchszeit betrug einige Stunden. 
és Innerhalb dieser Zeit wurde nur ein kleiner 
Teil der in dem Troge befindlichen Amino- 
saure oxydiert, so daf die Konzentration 
und die adsorbierte Menge der Aminosiure waihrend der Messung 
als konstant betrachtet werden konnte. In Ubereinstimmung hiermit 


| zum Manomefer 


Abb. 1. 


d 
war die Oxydationsgeschwindigkeit = innerhalb der Versuchszeit im 
allgemeinen konstant. i. 
Im Falle des Leucins trat eine Komplikation auf. Hier war di 


anfangs klein und stieg allmahlich auf einen Wert an, der dann fir 
einige Stunden, bis sich der Verbrauch an Substanz bemerkbar machte, 
konstant blieb. - Zum Beleg teile ich zwei Versuche mit, von denen 
einer bei 38°, der andere bei 20° ausgefiihrt worden ist. 








Tabelle I. 
400 mg Kohle + 10cem n/20 (dl) Leucin (Isobutylaminoessigsiaure). 
38° : 200 
t v | dev t | v | dv 
Min cmm | at Min | cmm at 
| | 

20 210 10,5 | 20 | 20 | 1,0 
42 562 16,0 i 40 39 0,95 

56 | 837 19,6 60 59 1,0 

70 1132 21,1 i 80 85 1,3 
85 1456 ee ee ee 114 1,45 
100 1780 21,6 H 120 | 147 1,65 
115 2094 20,9 l 140 184 1,85 
130 2398 20,3 ! 160 | 225 2,05 
. ae 268 2,15 

; ee 314 2,3 

| | 220 364 | 2.5 
| i 240 | 413 | 2,45 


‘) O. Warburg, diese Zeitschr. 142, 317, 1923. Neben der Thermo- 
barometerkontrolle ist hier noch eine Kohle-Wasserkontrolle notwendig, 
durch die die ,,Selbstoxydation’* der Kohle eliminiert wird. 


APRESS PLR IER 


aera errs 








a, & ~~ @D 











Wirkung von Blutkohle und von H,O, auf Aminosiuren. 495 


Wir sehen aus der Tabelle I, daB bei 20° sowohl als auch bei 38° 
die Oxydationsgeschwindigkeit allmahlich ansteigt. Bei 38° ist sie 


nach einer Stunde, bei 20° nach drei Stunden konstant geworden. 


Bei 38° sind am Ende der Induktionsperiode 1100 cmm, bei 20° 340 emm 
Sauerstoff verbraucht. v fiir t = co betrigt etwa 15000 cmm. Bei 38° 
ist die Induktionsperiode beendigt, wenn 7 Proz., bei 20°, wenn 2 Proz. 
des Leucins oxydiert sind. Will man also — was ich immer getan 
habe — die Induktionsperiode ausschalten, so ist es giinstiger, bei 20° 
als bei 38° zu arbeiten. 


Messung der Adsorption. Kohle und Aminosaurelésung wurden 
in gleichen Verhaltnissen wie zum Oxydationsversuch gemischt und 
10 Minuten geschiittelt. Dann wurde filtriert und die Aminosaure 
mit n/5 Natronlauge nach Sérensens!) Formolmethode titriert. Man 
erfuhr so die beim Oxydationsversuch herrschenden Anfangsbedingungen, 
die Konzentration in der Lésung cy und die adsorbierte Menge x, 
fir ¢=0. Bei der Kirze der Versuche konnten diese Werte ohne 
merklichen Fehler fiir die ganze Dauer der Versuche eingesetzt 
werden. 


II. Die Adsorption der Aminosiuren an Blutkohle. 


Die Beziehung zwischen der adsorbierten Menge x und der Kon- 
zentration c einer Aminosdure lat sich nach Abderhalden und Fodor?) 
fiir kleine Werte von ¢ ausdriicken durch die Beziehung 


2c ke, (2) 
m 


wo m die Menge der Kohle, k eine Konstante bedeutet. 


In der Tat wird die Adsorptionsisotherme, wenn man zu sehr 
kleinen Belegungsdichten heruntergeht, nahezu eine gerade Linie. 
Bezeichnen wir als Belegungsdichte das Verhiltnis 


Millimole adsorb. Substanz 
Gramme Kohle 


’ 


so ist fiir Belegungsdichten von einigen 1/19) Millimolen an abwarts 
Gleichung (2) brauchbar. Ich habe fiir Belegungsdichten dieser GroBen- 
ordnung die Adsorption verschiedener Aminosiuren gemessen und 
dabei die folgenden k Werte erhalten: 


1) Sérensen, diese Zeitschr. 7, 45, 1908. 
*) Abderhalden und Fodor, Zeitschr. f. Fermentforsch. 2, 74, 1917; 
2, 151, 1918. 
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fabelle 11. 





200. oe [ Millimole — : | 
m.c '|Gramme x Mole/Liter 
‘Amiecnione Formal | k 
Amino-Essigsiure . ..... CH,NH,.COOH 3.0 
Amino-Propionsaéure (d,1) . . CH,.CHNH,.COOH 12.8 
n-Amino-Buttersiure (d,1). . CH,.CH,.CHNH,.COOH | 7,5 
Iso-Amino-Butterséure . (CH,),. CNH,. COOH 9,2 


Iso-Amino-Valeriansaure (d, 1) (CH;),.CH.CHNH,.COOH /19 
Iso Amino-Capronsiaure (d,1). | (CH;)..CH.CH,.CHNH,.COOH | 60 
Iso-Amino-Capronsaure (1). . dasselbe | 81 
n-Amino-Capronsdure . . . . |'CH,;.CH,.CH,.CH,.CHN H,.COOH |200 


Ill. Die Oxydation der Aminosiuren an Blutkohle. 

Wie das Adsorptionsgleichgewicht, so wird auch die Kinetik der 
Oxydation nur dann durch einfache Beziehungen dargestellt, wenn 
die Belegungsdichten sehr klein sind. Fir Belegungsdichten von 
einigen */;9) Millimolen an abwiirts findet man, dab 

dv 
dt 


wo « eine Konstante bedeutet und, da die Bedingung der Gleichung (2) 
gilt, 


= a2, (3) 


ander 4) 
ie akme, ( 


also Proportionalitat zwischen Oxydationsgeschwindigkeit einerseits 
und adsorbierter Menge und Konzentration andererseits. Geht man 
zu gréBeren Bclegungsdichten 


ee 
| —4—}—— 


‘ ee iiber, so gelten diese einfachen 
ny) + 4 -+-—4--+ 4 —1— ; p ; 
So iS, Beziehungen nicht mehr, der 
= 898 
re" [ ay 
= $06 dt . 
3 205 Ausdruck — der Gleichung (3) 
S Sav - 
Q 8a , 
Bycas ist dann nicht mehr konstant, 
Soz sondern wird mit wachsender 
a7 Belegungsdichte kleiner und 





—) 


; : kleiner, ein Verhalten, das die 
Ctonzentration der n-Amino-Buttersdure 
— > an der Oberfiliche) Kurve der Abb. 2 an dem 


Abb. 2. (Abszisse: Belegunysdichte, Ordinate: Sauerstoff- Beispiel der n-Aminobutter- 
verbrauchin Kupik.nillineter pro Minute u.Gramm Kohle.) siure zeigt. 


‘Unter diesen Umstinden wird man, will man die Oxydations- - 


geschwindigkcit pro Mol adsorbierter Substanz fiir verschiedene Amino- 
d 
siuren vergleichen, - fiir gleiche Belegungsdichten oder — noch 


Sa 











PEVSNER MoH 





Wirkung von Blutkohle und von H,O, auf Aminosauren. 491 


besser — fiir sehr kleine Belegungsdichten messen, in einem Gebiet, 
in dem die Beziehung der Gleichung (3) gilt. Dann kommt die in 
der Einleitung gestellte Aufgabe darauf hinaus, die «-Werte der 
dv 
dt 
und 2 fiir sehr kleine Belegungsdichten zu messen. Die Schwierigkeit 
hierbei ist die Messung von 2, denn wenn die Belegungsdichten klein 
sein sollen, so miissen es auch die Ausschlige bei der Formoltitration 
sein. Ich bin mit den Belegungsdichten so weit heruntergegangen, als 
die Methode der Adsorptionsmessung es erlaubte, und habe mich dabei 
dem Gebiete, in dem die Gleichungen (2) und (3) gelten, soweit als 
méglich genahert, es im allgemeinen jedoch nicht erreicht und mu8 
deshalb meine «-Werte als Naherungswerte betrachten. 


Mein Beobachtungsmaterial teile ich in den Protokollen 1 bis 9 am 
SchluB dieser Arbeit mit. In der ersten Horizontalspalte stehen die ac- 
sorbierten Mengen 2, die, durch die Kohlemenge dividiert, die Belegungs- 
dichten ergeben, in der zweiten Horizontalspalte die Gleichgewichts- 
konzentrationen ¢ in der Lésung. Es folgen die zusammengehérenden 
Werte von ¢ und », aus denen — unter AusschluB der Induktionszeit — 


Gleichung (3) fiir verschiedene Aminosiuren zu bestimmen, also 


dv 
er berechnet wurde, und schlieBlich in der letzten Horizontalspalte 
dv 


d 
die Quotienten A Die Belegungsdichte nimmt in den Protokollen 
xr 


von links nach rechts zu und man erkennt, wie mit wachsender Be- 
dv dv 


: dt. : re we. 
legungsdichte im allgemeinen abnimmt. In zwei Fallen scheint 
H xr 


ein Maximum zu zeigen, doch handelt es sich hier um Abweichungen 
innerhalb der Fehlergrenze. 

Die niedrigsten Belegungsdichten meiner Versuche liegen um 
“Millimole 
6. 10-2 | —— 

Gramme 
Belegungsdichten und rechnet sie durch eine geringfiigige Interpolation 
auf die Belegungsdichte 6 . 10~? um, so erhalt man das Bild der folgen- 
den Tabelle ITT. 





Bildet man die a Werte fiir die niedrigsten 


Aus der Tabelle III ersehen wir, daB fiir Aminosiuren mit der 
Gruppe CH,NH, und CHNH, «@ zwischen 8,2 und 17 liegt, das sind, 
wenn man die Unterschiede der unter k stehenden Adsorptionskonstanten 
damit vergleicht, relativ enge Grenzen. Der Mittelwert von «@ ist 12,3, 
was bedeutet, daB ein Millimol Aminosiure — bei einer Belegungs- 
dichte von 6.10~? und einer Temperatur von 20° — pro Minute an 
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Tabelle III. 
Belegungsdichte 6. 10-2. 20°. 





Aminosiure Formel a =. 
Amino-Essigsiure . . CH,NH,.COOH 10,5( £1,8) 3,0 
Amino-Propionséure 

Ok sche es CH,.CHNH,.COOH 8,2(+1,5)| 28 
n-Amino- Butterséure 

Naa a a. CH,.CH,.CHNH,.COOH 10,7 (+1,5); 7,5 
Iso-Amino- Buttersiure (CH;),. CNH,.COOH 9,6 (+1,3)| 9,2 
Iso-Amino-Valerian- 

siure (d,l) ....j (CH;),.CH.CHNH,.COOH 8,9(+1,5) 19 
Tso-Amino-Capron- 

shure (d,l) . .. .|(CH,),..CH.CH,.CHNH,.COOH)16,1(+1,5)! 60 
[so-Amino-Capron- 

WO Al) gs 6-6 kes dasselbe 14,6(+1,4)| 81 
n-Amino-Capronsaéure 

we Ses oes CH, . CH. CH). CH,. CHNH,. COOH | 17,0(+1,2) 200 
der Kohleoberfliche etwa 12,3cmm Sauerstoff verbraucht. Die 


groBen Unterschiede der Oxydationsgeschwindigkeit, die man _ findet, 
wenn man Kohle mit dquimolekularen Lésungen verschiedener Amino- 
sduren ins Gleichgewicht bringt, beruhen also im wesentlichen auf den 
Unterschieden der Adsorptionskonstanten. Man erkennt daraus eine 
Wirkung der Oberflichenkrifte, auf die ich die Aufmerksamkeit be- 
sonders lenken méchte: weit entfernt davon, daB sie auf den chemischen 
Umsatz nivellierend wirken — wie Thunberg!) und Wieland?) glauben —, 
wirken sie im Gegenteil eminent spezifizierend. 

Ganz aus der Reihe heraus fallt der Wert fiir die tertiire*) Amino- 
buttersiure mit 0,6 gegeniiber 10,7 fiir die isomere sekundare Saure. 
Ahnlich verhilt sich die tertiare Aminocapronsaure (Protokoll Nr. 9), 
die in Tabelle IIT nicht aufgenommen ist, weil ich tiber keinen Versuch 
mit der Belegungsdichte 6 .10~? verfiige. Vergleichen wir aber den 
Versuch des Protokolls Nr. 9, bei dem die Belegungsdichte 50. 10~? 
ist, mit einem Versuche ahnlicher Belegungsdichte des Protokolls Nr. 8 
(n-Aminocapronsiure), so sehen wir, daB sich die «-Werte wie 0,32 : 6,5 
oder wie 1:20 verhalten. Aminosduren mit der Gruppe CH,N H, 
oder CH N H, sind also an Kohle bedeutend reaktionsfahiger als Amino- 


sduren mit der Gruppe t>cn H,. 


1) Torsten Thunberg in Hammarsten, Physiol. Chem. 38. (05, 1922. 

*) ‘H. Wieland in Oppenheimers Handbuch d. Biochem., 2. Aufl., 2, 258, 
1923. 

3) Man unterscheidet die Aminoséuren, je nachdem das C-Atom, das 
die NH,-Gruppe tragt, an ein, zwei oder drei C-Atome gebunden ist, als 
»primare“, ,,sekundare“ und ,,tertiare™. 
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IV. Die Oxydation der Aminosiuren durch Wasserstoffsuperoxyd. 


Nach einer Theorie von Warburg beruht die oxydationskatalytische 
Wirkung der Blutkohle in erster Linie auf einer Aktivierung des Sauer- 
stoffs durch die Blutkohle. 

Diese Theorie legte es nahe, die Wirkung der Blutkohle auf Amino- 
sduren mit der Wirkung aktivierten Sauerstoffs auf Aminosiéuren zu 
vergleichen. Ich habe das getan und als aktivierten Sauerstoff 
Wasserstoffsuperoxyd gewahlt, von dem man durch die Arbeiten von 
Neuberg!) und Dakin?) weiB, daB es Aminosiuren bei Zimmertempe- 
ratur oxydativ desamidiert. 

Vorversuche ergaben, daB Wasserstoffsuperoxyd Aminosauren 
besonders leicht unter Bedingungen angreift, unter denen es selbst 
instabil ist. Bei saurer und neutraler Reaktion sind verdiinnte Wasser- 
stoffsuperoxydlésungen relativ stabil und reagieren nicht merklich mit 
Aminoséuren. Bei alkalischer Reaktion dagegen ist Wasserstoffsuper- 
oxyd in verdiinnter Lésung instabil*) und oxydiert Aminosaiuren unter 
Abspaltung von Ammoniak. 

Eine fiir Messungen geeignete Wasserstoffionenkonzentration ist 
10~%, die ich mir durch Vermischen von 85 Teilen molarer Natrium- 
bicarbonat- und 15 Teilen molarer Natriumcarbonatlésung herstellte, 
ein Gemisch von groBer Resistenz in bezug auf H-Ionenverschiebung. 
In | Liter dieses Gemisches liste ich 17,5 Millimole Aminosaure und 
10 Millimole Wasserstoffsuperoxyd*) und brachte sie bei 38° zur Reak- 
tion. Nach etwa 4 Stunden war dann, wie ich mittels Titansaure fest- 
stellen konnte, das Wasserstoffsuperoxyd verschwunden, zum Teil 
durch Reaktion mit der Aminosiure, zum Teil durch Reaktion nach 
der Gleichung 

2H,O, = 2H,O + O,. (5) 


Wieviel Wasserstoffsuperoxyd hierbei mit der Aminosiure in Reaktion 
getreten, wieviel nach Gleichung (5) zerfallen war, lieB sich auf folgende 
Weise ermitteln: 

In den Atmungstrog (Abb. 1) wurden 10 ccm des aminosiure- 
haltigen Carbonatgemisches eingefillt, in den Anhang A 0,5 ccm 
Wasserstoffsuperoxydlésung. Nachdem der Trog mit einem Barcroft- 


1) Neuberg, Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. 2, 238, 1902; diese Zeitschr. 
20, 531, 1909. 

2) Dakin, Journ. of biol. Chem. 4, 63, 1909. 

3) Die Frage, ob die Oxydation der Aminosiuren durch Wasserstoff- 
superoxyd und der Zerfall des Wasserstoffsuperoxyds selbst Metallkatalysen 
sind, lasse ich hier als noch unentschieden beiseite. 

4) Das Wasserstoffsuperoxyd wurde aus Natriumsuperoxyd und 
primirem Natriumphosphat nach W. Friederich (vgl. Vanino, Priparative 
Chem. 1, 10, 1921) hergestellt und im Vakuum destilliert. 
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manometer verbunden und in einen auf 38° einstehenden Thermostaten 
gebracht war, wurde geschiittelt, bis Temperaturgleichgewicht ein- 
getreten war. Dann wurde der Inhalt des Anhangs in das Carbonat- 
gemisch eingekippt, der Anhang mehrmals durch Neigen des Troges 
mit Carbonatgemisch nachgespilt und so lange geschiittelt, bis der 
am Manometer erscheinende positive Druck nicht mehr zunahm, die 
Sauerstoffentwicklung also beendet war. 


Der beobachtete Enddruck, multipliziert mit der ,,GefaBkonstante 
fiir Sauerstoff‘, ergab die nach Gleichung (5) entwickelte Sauerstoff- 
menge v in Kubikmillimetern, und v, multipliziert mit 0,089, die nach 
Gleichung (5) zerfallene- Wasserstoffsuperoxydmenge in Mikromolen. 
Verbrauchte die Aminosiure Wasserstoffsuperoxyd, so war v kleiner 
als die Sauerstoffmenge a, die gemiS Gleichung (5) dem zugesetzten 
Wasserstoffsuperoxyd aquivalent war; die Differenz (a — v) ergab den 
Sauerstoffverbrauch, (a — v) . 0,089 den Wasserstoffsuperoxydverbrauch 
der Amincsaure. 

Mit Hilfe dieser einfachen Anordnung lieB sich in jedem Falle 
nicht nur feststellen, ob eine Substanz Wasserstoffsuperoxyd ver- 
brauchte, sondern auch ein Urteil iiber die Geschwindigkeit gewinnen, 
mit der dies geschah. Je gré®er nimlich a — v, um so gréBer ist auch 
die Geschwindigkeit, mit der das Wasserstoffsuperoxyd verbraucht 
wird, und sind die (a — v)-Werte fiir verschiedene Substanzen gleich, 
so sind es auch die Geschwindigkeiten des Wasserstoffsuperoxyd- 


verbrauchs. Doch stehen die (a — v)-Werte nicht — worauf ich be- 
sonders hinweisen méchte — im Verhiltnis der Geschwindigkeits- 
konstanten. 


Eine Versuchsreihe mit denselben Aminosaéuren, mit denen die 
Kohleversuche angestellt wurden, ist in Tabelle IV wiedergegeben. 


Aus der Tabelle IV geht hervor, daB die Aminosiuren mit der 
Gruppe CH,NH, und CHNH, von 100 Mikromolen zugesetzten 
Wasserstoffsuperoxyds 24 bis 42 Mikromole verbraucht haben. Die 
GréBenordnung der Reaktionsgeschwindigkeit fiir diese Aminosiuren 
ist also, gerade so wie an Kohle, dieselbe. 

Dagegen fallt wiederum, wie bei den Kohleversuchen, die tertiare 
Aminosiure aus der Reihe heraus, die von 100 Mikromolen Wasserstoff- 
superoxyd nur 6 Mikromole verbraucht hat. 


Das Ergebnis ist, daB die Wirkung von Blutkohle auf Amino- 
sduren und die Wirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Aminosiuren 
in bemerkenswerter Weise iibereinstimmt, eine Tatsache, die zugunsten 
der Auffassung spricht, daB die Oxydation der Aminosauren an Blut- 
kohle eine Oxydation durch aktivierten Sauerstoff ist. 
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Tabelle IV. 


175 Mikromole Aminosaure + 100 Mikromole Wasserstoffsuperoxyd ygelést 
in 10 cem Carbonatgemisch. 38°. 





. ; E . iw (a—v) 0,089 
Aminosaure Formel a M 
Mixromole 
emm O, cmm O» H,O» 
Amino-Essigsaéure CH,NH,.COOH 802 318 28 
Amino-Propion- 
sfure (d,1l) .. CH,.CHNH,.COOH 782 338 30 
n-Amino-Butter- 
saure (d,1) . .| CH,.CH,.CHNH,.COOH 848 272 24 
Iso-Amino-Butter- 
siure . . . (CH,).. CNH,. COOH 1054 66 59 


Iso-Amino- Vale- 
riansaiure (d,1). (CH;)..CH.CHNH,.COOH = 727 393 35 
Iso-Amino-Capron- 


saure (d, 1) . . | (CHgbe.CH.CH,.CHNH,. COOH 652 468 42 
Iso-Amino Capron- 
tame (1)... . dasselbe 715 405 36 
n-Amino-Capron- 
sfure (d,l) . .)CH 3.CH,.CH,.CH,..CHNH,.COOH 762 358 32 
ohne Aminosiure — 1120 0 — 
(— a) 


V. Protokolle zu Abschnitt If und IU. 
1. Aminoessigsiture (CH,NH,. COOH). 
400 mg Kohle, 10 cem H,O, Gasraum O,. 20°. 





w=12.10—2| c=34.10-2, r= 7,5.10-2) e=1,5.10—! 

; Millimole Mill mole Millimole Millimole 
t e=1.10—-2 |¢=—3,06.1072) ¢c=95.10-2 c= 3,69.107! 
Mole pro Liter | Mole pro Liter Mole pro Liter Mole pro Liter 


: v v v v 
min cmm cmm cmm cmm 
20 8 1 20 31 
40 14 20 33 57 
60 18 30 46 15 
: 80 22 36 56 94 
100 25 43 65 112 
120 28 47 73 128 
140 31 54 83 is 
i 160 34 61 90 
180 37 67 100 si 
dv 
dt 12.5 (42,8) 9.1 (+10) 6.0 (+04) 59 (+02) 
; zx 
j 
4 
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2, Amino-Propionsiéure (d, 1) (CH,. CHNH,. COOH). 











400 mg Kohle, 10cem H,O, Gasraum O,. 20°. 
e=1,.10-2 | «=28.10-2| 2=7.10-2 | e=13.10—! 
Millimole | Millimole Millimole Millimole 
t e=9.10—-3 |¢=285.10-2| e=87.10~2|c=2,69.10—! 
Mole pro Liter | Mole pro Liter | Mole pro Liter | Mole pro Liter 
v v | v v 
min cmm cmm | cmm cmm 
20 8 8 12 17 
40 9 11 20 29 
60 14 17 28 40 
80 19 22 36 52 
100 21 26 43 62 
120 24 31 51 74 
140 27 36 58 85 
160 29 38 63 93 
180 31 43 71 105 
200 34 46 76 114 
dv 
dt 13 (+ 3,0) 7,2 (+ 1,2) | 4,7 (+05) | 40 (+ 0,3) 
x 


n-Amino-Buttersiure (d,1) (CH,;. CH,. CHNH,. COOH). 
400 mg Kohle, 10 ccm H,O, Gasraum O,. 


20°. 





SSss8s 


1 
120 
140 
160 
180 


dv 
dt 


2 —=23.10-2) 2=6.10—2 |x=1,45.10—!'| e=26.10—! 


c= 2,4. 10-2 |e = 7,45 .10—2 | e = 2,41.10—! 
Mole pro Liter | Mole pro Liter | Mole pro Liter 


= 
| 


Millimole 


v 


cmm cmm 

ee 20 

gy 36 

44 55 

eer 70 

ae 88 
=. 104 
| 98 121 
114 141 

127 157 

178 


Millimole 


v 








Millimole _ Millimole 

Seas i tae 

cmm cmm 

as 

12 21 

19 32 

24 40 

29 49 

33 56 

38 66 

44 75 

48 83 

53 93 
} 

10,9 (+ 1,5) “14 (+ 0,6) 





| 
| 4.9 (+ 0,2) | 3,7 (+01) 
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Iso-Amino-Butterséure [(CH,),. CNH,. COOH]. 





5, 


min 


S$Ss8 


100 
120 
140 
160 
180 
200 
300 
dv 

dt 

x 


400 mg Kohle, 10cem H,O, Gasraum O,. 20°. 


Millimole 


e=68.10—3 
Mole pro Liter 


cmm 


10 
11 
13 
12 
14 
14 
13 
14 
15 


0,6 (+ 1,3) 


| =25.10-2) «=64.10— 


Millimole 


o= 214.107 ¢ 


? 


5 


Mole pro Liter 


v 
cmm 


7 
11 
14 
15 
18 
17 
19 
20 
19 
19 
21 


0,3 (+ 0,5) | 0.2 (+ 0,2) 


z= 


c 


1,54.10-! 2—394.10—! 


Millimole 


6,8 . 10-2 
Mole pro Liter 


emm 
9 
13 
17 
19 
21 
23 
23 
25 
24 
25 
27 


Millimole 


e=2,11.10—! 


Mole pro Liter 


v 
cmm 


13 
18 
22 
24 
28 
28 
28 
32 
31 
32 
35 


0,1 (+ 9,1) 
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Iso-Amino-Valeriansaure (d, 1) [((CH,),. CH. CHNH,. COOH]. 





400 mg Kohle, 10 ccm H,O, Gasraum O,. 20°. 
r=23.10—-2|2=655.10-2' #=1,56.10-!| 2=32.10—! 
Millimole | Millimole —_——Millimole Millimole 
t e=3.10—-3 | ¢=9,25.10—-3 ¢= 3,19. 10-2 | e=1,105.10—! 
Mole pro Liter | Mole pro Liter Mole pro Liter | Mole pro Liter 
min coum com cmm cam 
20 6 11 13 17 
40 10 17 24 28 
60 13 25 37 44 
80 20 35 50 57 
100 24 42 63 71 
120 27 49 74 85 
140 31 57 85 97 
166 37 65 97 111 
180 39 72 107 123 
dv 
(90 (+15) 58 (+05) 3,8 (49,2) | 2.1 (+901) 




















504 E. Negelein: 


6. Iso-Amino-Capronsaure (d, 1) [(CH,).. CH. CH,. CHNH,. COOH). 
400 mg Kohle, 10cem H,O, Gasraum QO,. 20°. 





2=217.10-2| «= 54.1072 | 2 =1,28.10-!} 2=25.10—! 


Millinole Miilimole Millinole Millimole 
t e=9.10—4 | e=225.1073) e=63.10—3 | c= 2,27 .10—2 
Mole pro Liter | Mole pro Liter Mole pro Liter | Mole pro Liter 
v v v v 
min cmm cmm cmm cmm 
20 8 16 23 20 
40 14 29 42 39 
60 20 42 60 59 
80 26 57 83 85 
100 31 71 106 114 
120 37 90 133 147 
140 44 106 162 184 
160 51 125 192 225 
180 58 143 223 268 
200 65 161 257 314 
220 73 181 293 364 
240 77 199 326 413 
dv 9 
dt /16,1 (+ 1,5) 16.9 (+ 0,6) 13,4 (+ 0.3) 9,9 (+ 0.1) 
x 





7. Iso-Amino-Capronséure (1) [((CH,;),.CH.CH,.CHNH,.COOH}). 
400 mg Kohle, 10 ccm H,O, Gasraum O,. 20°. 





! 


| | ° 1 
| = 24.10~2 a=6.1072 |2=1,31.107! «= 2,57.10—} 





| Millimole Millimole Millimole Millimole 
t | c= 7,4.10—4 | e=1.85.10—3| ¢= 65.103 | c= 2,33. 10-2 
| Mole pro Liter | Mole pro Liter | Mole pro Liter Mole pro Liter 
min i} aa ome wna comm 
20 9 17 22 22 
40 14 29 41 42 
60 21 41 62 65 
80 7. | 55 88 97 
100 33 70 115 128 
120 39 85 143 166 
140 47 103 178 210 
160 53 121 214 260 
180 60 139 250 310 
dv | 
dt | 14,6 (+ 1,4) 15,0 (+ 0.6) | 13.7 (+03) 9,7 (+901) 
x 
i 
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8. n-Amino-Capronséure (CH,.CH,.CH,.CH,. CHNH,.COOHR). 
400 mg Kohle, 10cem H,O, Gasraum O,. 20°. 





le = 2.7.1072|] «=68.10—2| 2=1,5.10—! | 2 = 2,88.10—! 


| Millimole Millimole Mil.imole Millunole 
t | e=34.1074! c=8.10—-4 | e= 4.1073 | e=1,92.107-2 
i Mole pro Liter | Mole pro Liter | Mole pro Liter Mole pro Liter 
{| . y e v 
min i imei imi } cmm cmm 
20 6 9 11 11 
0 15 25 30 31 
60 25 37 48 49 
80 33 47 63 66 
100 41 61 8l 87 
120 48 74 99 108 
140 58 88 119 130 
160 67 101 138 154 
180 77 115 158 177 
200 | 85 124 177 | 201 
dy 
dt 16,7 (+1,2) 10,0 (+05)| 65 (+02) 41 (+ 9,1) 
x 


Iso-Amino-Capronsiaure (tertiar) [((CH,;),.CNH,.CH,.CH,.COOH}. 
400 mg Kohle, 10 ccm H,O, Gasraum O,. 20° 





x—2.107! Millinole 


t e=1.10—2 Mole pro Liter 
j * 
min cnn 
30 3 
60 5 
90 8 
120 10 
180 | 13 
240 15 
300 19 
dv 
ed 0,32 (+ 02) 








Studien zur chemischen Differentialdiagnose 
zwischen Transsudat und Exsudat. 


Von 
Keizo Hiruma. 


(Aus der II. medizinischen Klinik der Universitat Osaka, Japan.) 
(Eingegangen am 18. September 1923.) 


I. Uber den EiweiSgehalt des Transsudats und Exsudats. 


Es ist allgemein bekannt, daB man in kolloidalen, besonders in 
eiweiBhaltigen Losungen durch Anderung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration Flockungen erzeugen kann. Diese Flockungen sind bei einer 
ganz bestimmten Reaktion maximal und dieser Punkt stimmt genau 
mit dem isoelektrischen Punkt des betreffenden EiweiBk6érpers tiberein. 
Da nun jeder Eiwei®kérper einen ganz typischen isoelektrischen Punkt 
hat, war es aussichtsvoll, die im Exsudat und Transsudat enthaltenen 
EiweiBkérper durch Ermittlung ihrer isoelektrischen Punkte genau zu 
charakterisieren; vielleicht daB sich auf diese Weise Unterschiede fest- 
stellen lieBen. Von den Fallungsreaktionen gilt heute noch die von 
Rivalta!) angegebene als die beste. Sie besteht bekanntlich darin, 
daB man eine ganz verdiinnte Essigsiurelésung herstellt (ein Tropfen 
Eisessig in 100 cem H, 0) und nun die zu untersuchende K6rperflissigkeit 
in die saure Lésung hineintropfen laBt. Handelt es sich um ein Exsudat, 
so sieht man, wie die Tropfen beim Hinuntersinken eine weiBe Triibung 
bzw. einen leichten Nebel — das hangt ganz von der EiweiBmenge 
ab — zuriicklassen. Beim Transsudat bleibt die Lésung unverindert 
klar. Ujihara®) hat dieses Verfahren an Tieren nachgepriift, bei denen 
er experimentell Transsudat und Exsudat erzeugt hatte, und es als 
bequemstes und sicherstes empfohlen. Es lag mir nun daran, festzu- 
stellen, bei welcher Reaktion Maximalflockung im Exsudat und im 
Transsudat — wenn iiberhaupt in ihm eine Flockung zu erzielen ist — 
auftritt und ob, und welche Unterschiede sich hierbei beziiglich des 


1) Hermann Sahli, Lehrbuch der Untersuchungsmethoden, V. Aufl. 
*) Ujihara, diese Zeitschr. 61, 1914. 
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isoelektrischen Punktes ergeben. Zu diesem Zwecke habe ich Acetat- 
gemische von verschiedenen Ionenkonzentrationen nach Michaelisscher 
Methode*) hergestellt und gepriift, welche von diesen verschiedenen 
Lésungen die Maximaltriibung oder Flockung hervorbringt. Weiterhin 
habe ich mich bemiht, zu sehen, ob diese Maximaltriibung nur durch 
Essigsiurelésung oder auch durch andere Saéuren hervorgerufen werden 
kann. Also habe ich diese Versuche auch mit Phosphat?)- und Citrat%)- 
gemisch hergestellt. 


Versuchsmethode. 


_ Die Versuchsmethode mit Acetat-, Phosphat- und Citratgemisch ist 
folgende: 5,0ccm dieser verschiedenen Lésungen wurden in eine Reihe 
von Versuchsréhrchen getan, je sieben Réhrchen mit den einzelnen Acetat-, 
Phosphat- und Citratmischungen. Zu diesen Réhrchen wurden 2,0 cem 
von entweder Exsudat oder Transsudat zugefiigt, dann ungefihr 10 bis 
24 Stunden in Zimmertemperatur gestellt und gepriift, welche Triibung 
oder Flockung hervorgerufen wurde. Das zu dem Experiment angewandte 
Acetat-, Phosphat- und Citratgemisch wurde auf folgende Weise her- 
gestellt, wie es Tabellen I, II und III zeigten. 


Tabelle I. 
Acetatgemisch (Acidum aceticum und Natriumacetat gemischt). 





Nr. | «normal acidum acet. || (H’) 


|, & normal natr. acet. 





,} 32 :1 5,76 . 10-4 
2 || 16 :1 2,88 . 10-4 
3 || ec} 1,44 .10—4 
4 | 4 :l 0,72. 10-4 
5 2 33 0,36. 10-4 
6 | ae | 1,80. 10—5 
7 || 05:1 0,90 . 10-5 
Tabelle II. 
Phosphatgemisch. 

Nr. | m/3 Acid, Phosphat | mj3 primar. Phosphat m|3 sec. Phosphat (H’) 
‘oo 9,0 1,0 0,239 . 10-5 
2 || -- 10,0 _ 0,546 . 10-4 
3 | 10 49.0 vies 0,410. 10-3 
4 || 3,0 47,0 — 0,105 . 10-2 
5 || 5,0 45,0 —_— 0,214. 10-2 
6 | 10,0 40,0 pes \ noch nicht 
7 25.0 25,0 conte { bestimmt 


1) Michaelis, diese Zeitschrift 47, 1912. 
*) S. Kozaw, ebendaselbst 60, 1914. 
8) Sérensen, ebendaselbst 21, 1909. 
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Tabelle III. 





Citratgemisch. 

Nr. | Zusammensetzung der Mischung (H’) 

1 8,0 com Citrat + 20 cem n/10 HCl || 2,22. 10-5 
2 {om ~ +30 ., n/sl0 HCl | 3,57 . 10—5 
3 | a - +40 , n/10 HCl || 6,95. 10—5 
4 a5, = +45 , n/1l0 HCl |} 1,13. 10—4 
5 we a +60 . n/l0 BCi | 2,03. 10-4 
6 475 , », +526 , n/ienci 2,95 . 10-4 
7 ee » +655 , n/10 HCl 4,32. 10—4 


Mit diesen drei Gemischen priifte ich zunachst entziindliche Exsudate. 
Elf verschiedene Proben von Peritonitis tuberculosa und Pleuritis wurden 
untersucht. Die Resultate sind bei allen gleich, daher sollen nur einige 
Fille von Pleuraexsudat in der Tabelle IV als Beispiel gegeben werden. 








Tabelle IV. 
Pleuraexsudat. 
Spezifisches Gewicht 1025, EiweiB ehalt 3,0 Proz. sas eaier vod atthe 
3 3) Resultat m. Acetatgemisch |S 2 | Resultat m. Phosphatgemisch | 3 | Resultat mit Citratgemisch 
oS) jos _ 1 eh ean ees seen 
£2 | \||8.2 mi) 8.2 iH 
Bas i Flockungl|& @/68) Tri BelS3) Tri skung 
2385) Triibung pons 85 Tribung | Flockung ZEN Tribung |Flockung 
fol 4 on eee ong, cee Oo; + _ 
Misi - CT ed || eee ae ee, od iv 
fol 4 aime 7 + _ lol. + -— 
9) 
2 Hisi 4 on ea a}, ae 4 
g || 0) ++ amet fe 4 eae“ _ 3 ||.) ++ 
i ++: | — 15 ae 12 +++ 
I +++ | — 15 | +4 “15 +44 
Pt Ve Sa os al peg © Y Ph Enanaeataal Mapes oo kd Bk ae 
| 15 Phe ay Ii++++ 12) +++ 
ett trl ree Pe ee 
| 15 ++ — 15, + igen i 12 9 
0} ++ —_ at eae ae Be 2d GD 
la 40 ac aS rae iG a } — 





Sodann untersuchte ich eine Lumbalfliissigkeit von Meningitis cerebro- 
spinalis epidemica und von Meningitis tuberculosa. Hier muBte ich mich 
leider wegen Mangel an Material nur mit der Priifung gegen Acetatgemisch 
begniigen. Im ganzen kamen sechs Fille zur Untersuchung. Das Resultat 
teile ich in Tabelle V mit. 

Hiernach wurde transsudative Fliissigkeit von den verschiedensten 
Krankheiten untersucht. Als Transsudat verwandte ich Ascitesfliissigkeit 
und Odemfliissigkeit. Wenn man einen Ascites des dfteren punktiert, so 
scheint er allmahlich den Charakter eines Exsudats anzunehmen. Ich 
habe deshalb in erster Reihe solehe Falle untersucht, die nur ein- oder 
zweimal punktiert waren, dann aber auch solche, denen éfter Ascites ab- 
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Tabelle V. Cerebrospinalfliissigkeit. 











Entnommen von einem Fall von epidemischer | Entnommen von einem Fall von tuberkuléser 
Cerebrospinalmeningitis Meningitis 
Resultat mit Acetatgemisch Resultat mit Acetatgemisch 
por ne a — Triibung Flockung ara He | = Triibung Flockung 

0 + -- 0 — _ 

: 5 4 ae : 12 és el 

0 - ; 0 — 

3 5 4 pa 3 12 ii ie 
3 0 + — 3 0 + — 
5 + os 12 + oe 
0 aL es 0 3 — 
% 5 aang ° 12 + die 
5 Oo fte++! 5 0 ot — 

5 a a ake» |; 12 a si 
0 ++ | — : 0 + ont 
° 5 ee ° 12 + jm 
- 0 + — ” 0 — — 

5 +. | =— . 12 — — 
genommen war. In frischen Fallen trat niemals Flockung auf, obwohl 
manchmal eine sehr leichtgradige Triibung zu bemerken war. Als Unter- 
suchungsmaterial habe ich Ascites von Herzklappenfehler, Lebercirrhose, 
Bantischer Krankheit und Nephritis, und Odemfliissigkeit von Nephritis 
gebraucht und immer das gleiche Resultat erhalten. Deshalb werde ich 





hier nur einige Beispiele von Nephritis und Herzkrankheit mitteilen. 


Tabelle VI. Ascites von Nephritis. 














Spezifisches Gewicht 1009, EiweifSgehalt 0,7 Proz. SS eee 
© | Resultat m. Acetatgemisch J 2||Resultat m. Phosphatgemisch 38 Resultat mit Citratgemisch 
OSS | BEGESRE NS RE ER aa- Mae ho cantinerhGeepaceetiiaiettaieoa nn 
fai. | l el | eal. | 
GS-2! Tribung |Flockung § §|'S3) Trabung | Flockung |% §!'S8!| Tribung |Flockung 
ZO|N%| ZO\N2| ZOlN%| 

- 
| -— — 0 — — 0 — — 
tics) — ee ee ner) 2 Seen ie 
| ~- — 0 — —_ 0 — dai 
it 9 
7 heel a te ey | ot rae 
ee en o| — = oa ii 
Sica)  — — }Fise} we ee a os 
0 + —_ 0 _- _— 0 — — 
Sioa} + can a ae os BP igal. . a. ee 
0 a —_ 0 _ —_ 0 — oo 
Sioa + oe REE tm me Ag || eee int 
| 0 —_ — » || O — -—~ 0 — as 
Sieg) — a a ee ae | oo 7 
| 0 — — ip 0 — — | 0 —~ _ 
Tiga). vee hs PY eee | Se sa 





Biochemische Zeitschrift Band 142. 34 








510 K. Hiruma: 


Tabelle VII. 
Ascites von Herzkrankheit. 








Spezifisches Gewicht 1007, Eiweifgehalt 0,5 Proz. Petwelbeebalt OS Pree 
33 Resultat m.Acetatgemisch e3| Resultat m. Phosphatgemisch be 3|| Resultat mit Citratgemisch 
BElSd i skungll| 2 ES3) Tri Nod BE/S3 : : 
ZEN% Triibung roomie &F Tribung Flockung 3 BNF Tribung Flockung 
0 — 0 — — 0 -- : 
ligo} — oe Ee ee a Liy9)  — : 
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Wenn wir saimtliche Tabellen durchsehen, so kann man bemerken, 
daB in den Acetatproben die Maximalflockung stets in dem Réhrchen 
Nr. 5 (H’) = 0,36. 10-4 sich findet. In Réhrchen 4 und 6 trat manchmal 
Flockung auf, aber niemals so deutlich wie in Nr 5. Bei sorgfaltiger Priifung 
des Zeitpunktes, wann die Flockung eintrat, konnte man stets bemerken, 
da8 dies in Probe Nr. 5 zuerst geschah. 

Bei Anwendung der Phosphatgemischlésung erzielte ich ein anderes 
Resultat wie mit Acetatgemischlésung. Hier trat zwar die Maximalflockung 
auch in Réhrchen 5 auf, aber der Inhalt dieses Glaschens ist viel saurer, 
denn hier ist (H’) = 0,214. 10-2. Bei Citratgemischlésung trat die Flockung 
zwischen Roéhrchen 3 bis 4 auf, und zwar neigt sie mehr nach Nr. 4 (H’) 
= 1,13.10-4. Hiernach wirkt das Citratgemisch maximalflockend einer- 
seits bei einer etwas saureren Reaktion als das Acetatgemisch, andererseits 
bei weit schwiacher saurer Reaktion als das Phosphatgemisch. Dieser Unter- 
schied in dem Verhalten des EiweiBes den einzelnen Pufferlésungen gegen- 
iiber beruht darauf, daB die verschiedenen Elektrolyten bei gleicher H’-Kon- 
zentration verschiedene Wirkungen entfalten. Eine ahnliche Erscheinung 
beobachtet man ja auch bei den Fermenten. Es kommt nicht blo8 auf die 
Wasserstoffionenkonzentration an, sondern auch auf den Charakter der 
zur Verwendung kommenden Elektrolyten. Die obigen Befunde waren 
fiir alle von mir untersuchten Exsudate stets die gleichen; niemals habe 
ich Abweichungen in dem Fiallungsmaximum gesehen. 

Andererseits ergab sich fiir Transsudate, wenn sie von frischen Fallen 
stammten, stets ein negatives Resultat. Nur wenn ich ein Transsudat 
untérsuchte von einem schon oft punktierten Falle, bekam ich mehr 
oder weniger starke Triibung, die aber niemals zu einer deutlichen Flockung 
fiihrte. In solchen Fallen traten die maximalen Triibungen stets bei dem 
gleichen H’ auf, sowohl bei Verwendung von Acetat-, wie Citrat- und 
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Phosphatgemischen sowie bei den Exsudaten. Wir diirfen daraus wohl 
den Schlu8 ziehen, daB, wenn in einem Transsudat schlieBlich Spuren von 
EiweiB auftraten, dieses EiweiB dasselbe ist wie das im Exsudat sich findende. 


Il. Uber den Zuckergehalt des Transsudats und Exsudats im Vergleich zu 
dem des Plasmas. 


Wenn wir von alteren Untersuchungen giinzlich absehen, so geht 
aus den Arbeiten der letzten Jahre hervor, daB die Ansichten iiber 
den Gehalt der Glucose im Exsudat und Transsudat noch auseinander- 
gehen. 

Hegler und Schumm"), die sich eingehend mit dieser Frage beschiaftigt 
haben, kommen zu dem Resultat, daB der Zuckergehalt des entziindlichen 
Ergusses niedriger ist als der Blutzucker, dagegen im StauungserguB héher; 
wenn der Ergu8 positive Rivaltareaktion zeigt, ist sein Zuckergehalt ge- 
ringer, er ist dagegen héher bei negativer Reaktion. Weiter haben sie 
den Zuckergehalt von Transsudaten bei fieberhaften Zustanden untersucht, 
aber keine Beziehungen zu ihm gefunden. Saito*) kam zu einem entgegen- 
gesetzten Resultat; er fand, daB der Zuckergehalt von Exsudat im all- 
gemeinen hoéher ist als der vom Transsudat, und da8 wihrend des Fiebers 
der Zuckergehalt von Ergiissen héher ist als im fieberfreien Stadium. 
Nun ist es eine lang bekannte Tatsache, da wihrend des Fiebers der Blut- 
zucker steigt. Dies trifft aber nicht fiir alle Falle zu; denn wir selber*) 
konnten feststellen, da bei Influenza und Influenzapneumonie trotz hohen 
Fiebers eine Erhéhung des Blutzuckers nicht immer zu konstatieren ist. 


Bei diesen sich widersprechenden Angaben schien es wiinschenswert, 
die Frage von den Mengenverhiltnissen des Zuckers im Exsudat und 
Transsudat und ihr Verhiltnis zum Blutzucker einer erneuten Priifung 
zu unterziehen. 


Die Untersuchung nahmen wir so vor, daB wir zu 225 bzw. zu 450 cem 
3proz. Kaliumsulfatlésung 25 ccm frisch punktiertes Transsudat bzw. 
Exsudat, das von dem Patienten in niichternem Zustande entnommen 
war, zuflieBen lieBen, gut umschiittelten und ungefaihr 30 Minuten auf 
einem gut siedenden Wasserbade erhitzten, bis alles Eiwei8 ausgefillt 
war. Hierauf wurde abgekiihlt und filtriert und das vollkommen eiweiB- 
freie Filtrat nach Feststellung der Gesamtmenge im Vakuum bis auf 20 cem 
eingeengt. Mit dieser eingeengten Losung wurde dann nach Bertrand die 
Zuckerbestimmung ausgefiihrt. Gleichzeitig wurde Blut von demselben 
Patienten entnommen und in dem durch Zusatz von Kaliumoxalat fliissig 
gehaltenen Plasma mit Hilfe der von Gardner und Maclean*) modifizierten 
Bertrandschen Methode der Zucker bestimmt. In Riicksicht auf den be- 
schrankten Raum médchte ich das Resultat meiner Untersuchungen in 


1) Hegler und Schumm, Med. Klin. Nr. 44, 5. 1881, 1913. 
*) Saito, Nippon Geka Gakkai Zasshi, 7. Jahrg., November, 8. 704. 
Taisho, 
3) Hiruma und Hirota, Osaka Igakkai Zasshi 19, Nr. 6. 
4) Gardner und Maclean, Practical Organie and Biochem., 8S. 586. 
Plimmer, 1915. 
34* 
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folgenden beiden Tabellen mitteilen. Die Tabelle VIII enthalt das Er- 
gebnis von 25 Transsudatuntersuchungen an 13 Patienten und 18 Exsudat- 
untersuchungen an 11 Patienten. Die Tabelle IX zeigt den Blutzucker- 
gehalt von fiinf Patienten mit Transsudat und von vier Patienten mit 
Exsudat. 


Tabelle VIII. 





Herkunft der Flissigkeit || Minimale Zuckermenge | Maximale Zuckermenge 
Proz. Proz. 
Transsudat. .. . . || 0,0950 0,1347 
I durchschnittlich 0,1145 
cE ere | 0,0124 0,1124 


durchschnittlich 0,0672 


Tabelle IX. 





Blutplasmazuckergehalt Minimale Zuckermenge | Maximale Zuckermenge 
von Patienten mit eg iia 
cromepudet. . 43s] 0,0400 0,0960 
H durchschnittlich 0,0674 


PARGUORE oo wos can cs \ 0,0702 | 0,1333 
I durchschnittlich 0,0888 


Aus obigen Tabellen kann man sehen, da8 bei der Mehrzahl der Trans - 
sudatfalle der Zuckergehalt iiber 0,1 Proz., durchschnittlich 0,1145 Proz., 
dagegen im Exsudat bei den meisten Fallen unter 0,09, durchschnittlich 
0,0672 Proz. betraigt, infolgedessen niedriger als Transsudatzuckergehalt 
ist. Hiernach kénnen wir nur die Angaben von Hegeler und Schumm be- 
statigen, wihrend uns die Resultate von Saito nicht richtig zu sein scheinen. 
Beim Vergleich des Verhialtnisses zwischen dem Zuckergehalt von Ergiissen 
und Blutzucker habe ich gefunden, da8 bei Stauungen der Zuckergehalt 
héher als Blutplasmazucker ist und bei Ergiissen entziindlicher Natur fast 
derselbe oder sogar etwas niedriger. Auch in diesem Punkte stimmen 
meine Resultate mit denen von Hegeler und Schumm vollkommen iiberein. 
Der Plasmazuckergehalt der an Transsudat leidenden Patienten ist durch- 
schnittlich 0,0674 Proz., derjenige an Exsudat leidenden Menschen 
0,0888 Proz., es scheint also, daB der letztere etwas hoher ist als der erstere. 
Hieraus méchte ich nun aber nicht den SchluB ziehen, daB das Exsudat 
die Ursache des etwas héheren Blutzuckers ist, sondern ich méchte glauben, 
daB, da Krankheiten mit Exsudat stets mit Fieber einhergehen, das Fieber 
den etwas erhdhten Blutzucker bedingt. Eine Ausnahme hiervon machen 
allerdings, wie ich gefunden habe, die Falle von Influenza und Influenza- 
pneumonie, bei denen der Blutzucker nicht erhéht ist. In verschiedenen 
Fallen haben wir den Zuckergehalt des Exsudats im Verlaufe der Krankheit 
mehrfach gepriift und feststellen kénnen, da8 er durchaus kein konstanter 
ist, sondern Schwankungen unterliegt. So haben wir unter fiinf von uns 
beobachteten Fallen dreimal eine Abnahme des Zuckers konstatiert, zweimal 
eine Zunahme; von den drei erstgenannten Fallen kamen zwei ad exitum, 
die anderen wurden geheilt. 
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Ill. Ober Reststickstoff, Aminostickstoff und Ammoniakstickstoff 
im Transsudat und Exsudat. 


So ausgedehnt und mannigfaltig die Untersuchungen iiber den 
Reststickstoff des Blutes, itber den Aminosaiuren- und Ammoniakgehalt 
sind, so wenig hat man sich bisher mit den N-Bestandteilen des Trans- 
sudats und Exsudats beschaftigt. Es existiert nur eine Untersuchung 
von Strauss und Neuberg'), aus der hervorgeht, daB in den von ihnen 
untersuchten Fallen von Odemfliissigkeit und Exsudat bei verschiedenen 
Erkrankungen keine Vermehrung des Aminostickstoffs festgestellt 
werden konnte. Nur in einem Falle von Coma bei chronischer Nephritis 
wurde eine auffallende Vermehrung von Aminosiaurenstickstoff gefunden. 
Sonst ist in der Literatur nichts daritber bekannt. 

Ich habe mich deshalb der Aufgabe unterzogen, Rest-N, Amino-N 
und Ammoniak in entziindlichen und nicht entziindlichen Ergiissen 
von verschiedenen Krankheitsstadien zu untersuchen und festzustellen, 
welche Differenzen hierin zwischen Transsudat und Exsudat bestehen, 
und wie groB die Schwankungen in der Menge des Rest-N und seiner 
Komponenten bei den beobachteten Krankheiten sind. 


Was zuniichst die Methodik anbetrifft, so habe ich zur Bestimmung 
des Rest-N die EnteiweiBung im Exsudat und Transsudat so vorgenommen, 
da8 ich nach der Vorschrift von Salkowski die Lésung mit gesiittigtem 
Kochsalz und Eisessig versetzte und stark durchschiittelte. Nach 20 Minuten 
langem Stehen wurde filtriert und das Filtrat auf vollkommene Abwesenheit 
von Eiwei8 gepriift. 25 cem dieses Filtrats wurden dann fiir die Stickstoff- 
bestimmung nach Kjeldahl verwandt. 

Fiir die Bestimmung des Aminosiuren-N benutzte ich die Schenksche 
Methode zur Ausfallung des EiweiBes, indem ich 8cem Exsudat bzw. 
Transsudat mit 20ccm 2proz. Salzsiure und 20cem Sproz. Sublimat- 
lésung versetzte und erst am nachsten Tage abfiltrierte. 35 cem des Filtrats 
wurden im Vakuum bis auf 2 ccm eingeengt, mit Natronlauge neutralisiert 
und dann in ihnen mit der Mikromethode von van Slyke der Amino-N 
quantitativ bestimmt. 

Die Ammoniakbestimmung wurde im unveranderten Exsudat bzw. 
Transsudat nach der Methode von Kriiger und Reich in der Modifikation 
von Schittenhelm ausgefiihrt. 

Auf diese Weise habe ich nun Exsudat von 66 Patienten 118mal, 
Transsudat von 25 Patienten 36mal untersucht. 

Das Exsudat stammt von Pleuritis und Peritonitis, das Transsudat 
von Herzklappenfehler, Nephritis, Lebercirrhose und Beriberi, und zwar 
habe ich im Exsudat die Kérpertemperatur der Patienten, im Transsudat 
den Odemgrad besonders beachtet und ferner den mikroskopischen Befund, 
die Rivaltasche Reaktion und den EiweiSgehalt dieser Fliissigkeiten genau 
untersucht. Dann habe ich die quantitative Bestimmung von Rest-N, 
Amino-N und Ammoniak gemacht. 


1) Strauss und Neuberg, Berlin. klin. Wochenschr. Nr. 9, 8. 258, 1906. 
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Da saimtliche Resultate mitzuteilen zu weit fiihren wiirde, méchte 
ich hier nur ganz kurz die durchschnittliche Menge von Rest-N, Amino-N 
und Ammoniak geben. 





Tabelle X. 

| Die in 100 ccm ents Die in 100 ccm ent. Die in 100 ccm ent- 
Ds i haltene haltene haltene 

Arten der Flussigkeit || Rest-N-Menge Amino-N-Menge Ammoniakmenge 
mg mg mg 
Pleuraexsudat. ... . 39,66 6,39 0,57 
Peritonealexsudat . . . 43,02 6,49 0,55 

Herzklappenfehler- 

transsudat ..... 31,98 6,54 0,59 
Nephritistranssudat . . 77,89 13,68 0,49 
Lebercirrhosetranssudat 34,67 6,72 0,62 
Beriberitranssudat . . 314,72 85,35 0,85 


Was zunichst das Transsudat anbetrifft, so sehen wir, daB bei Herz- 
leiden und Leberkrankheiten sich nur ein minimaler Unterschied im Rest- 
N-Gehalt ergibt, waihrend der Amino-N- und Ammoniakgehalt der gleiche 
ist. Dagegen sehen wir im Transsudat bei Nierenkrankheiten eine starke 
Vermehrung des Rest-N und des Amino-N, wahrend die Ammoniakmenge 
die gleiche geblieben ist. Noch weit gréBer sind die Werte fiir kardiale 
Beriberi. Hier konnten wir in einem Falle fiir Rest-N in Transsudat den 
enormen Wert von 314,72 mg feststellen, fiir Amino-N den Wert von 
85,35 mg N, wahrend die Ammoniakmenge nur eine geringe Erhéhung zeigt. 

Beziiglich des Exsudats wurde festgestellt, daB der Rest-N etwas 
héher liegt als beim Transsudat von Herz- und Leberleiden, wiahrend 
Amino-N und Ammoniak sich in genau den gleichen Zahlen bewegen. 
Ich habe dann auch Vergleiche zwischen Blut und Exsudat beziiglich des 
Rest-N angestellt und beobachtet, daB der Rest-N im Exsudat meist héher 
ist als der im Gesamtblute und im Serum. 

Strauss hat bei fieberhaften Prozessen eine Vermehrung des Rest-N 
im Blute festgestellt. Dies trifft jedoch fiir den Rest-N im Exsudat nicht 
zu, derselbe ist unabhingig von Temperatursteigerung, er hangt dagegen 
ab vom Stadium der Exsudation sowohl wie vom Stadium der Resorption. 

Sodann habe ich den Rest-N und Amino-N von Transsudat und Ex- 
sudat in verschiedenen Stadien des klinischen Verlaufes kontrolliert und 
festgestellt, da8, wenn nach der Punktion der Ergu8 allmahlich 
geringer wird, oder iiber eine Woche klinisch unverandert bleibt, oder 
wieder allmahlich eine Spur einer Vermehrung sich bemerkbar macht, 
dann eine Vermehrung von Rest-N und Amino-N im Exsudat statthat. 
Wenn dagegen nach einer Punktion die Exsudatfliissigkeit sich wieder 
schnell ansammelt, so bleibt die Menge fiir Rest-N und Amino-N fast 
unverindert bestehen. Hierfiir fiihre ich als Beleg vier Falle von Pleura- 
exsudat an. 

Warum man in den beiden ersten Fallen eine Vermehrung und in den 
anderen eine Verminderung des Rest-N wahrnimmt, ist noch nicht klar, 
aber das Exsudat, das sich in Pleural- und Peritonealhéhlen ansammelt, 
ist teilweise mit dem Krankheitsverlauf eine Autolyse eingegangen, infolge- 
dessen findet vielleicht eine Vermehrung von Rest-N und Amino-N statt. 
Im zweiten Falle ist es wegen der schnellen Ansammlung der Exsudat- 
fliissigkeit vielleicht nicht méglich, daB Autolyse stattfindet, und infolge- 
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Tabelle XI. 





i Exsudat 
| +3 
Pal 6 if Side 
E Name des K6rper- 3. oy 4 2 : 2 g g 2 
§ Wore | Krankheit temperatur a3 3s rt gE = z= = £3 = 2 2 
|i asiaa @ | Se 454 \ 952/994 
é | e™ | fe & | gO | 2e8\ 238 238 
> | ie N | ane n ae ag hg 
8 Q Ikeguchi | Pleuritis 36,2—37,1 1mal + 4,0 1020 30,69 3,78! 0,68 
Dieselbe | , —- 36,136,894, + 4,0 1021 36,59 5,41 0.68 
51. ot Moriya : 36,5—38,5/1mal + 3,7 1020/3138 9,80) 0,68 
Derselbe - 37,3—38,5 Ite. + 40 | 1022 39,73 11,18] 0,68 
3icgt Nishiwaki, 37,0—38,0/1mal| + | 3,0 | 1021/4288 5,64! 0,51 
Derselbe » 37,0—38,0 "SR. + 3,2 1018 40,57, 3,67/ 0,34 
12. ot Okada »  36,2—37,2 1mal| + 3,0 1021 38,47 6,08 0,41 
Derselbe »  |36,2—37,2 I Tage | + 25 | 1020 32,24 3,04) 0,44 


dessen bleibt die Rest-N- und Amino-N-Menge fast unverandert oder 
vermindert sich sogar. Ich bin noch mit der Autolyse der Exsudatfliissig- 
keiten beschaftigt und werde spater eine genaue Lésung dieser Fragen 
veroffentlichen. 

Bei Transsudat ist es sehr schwer, eine allgemeine Regel festzustellen, 
und die Art der Krankheit und deren Verlauf ist sehr verschieden. Bei 
Nephritis, besonders bei akuter Nephritis, die eine starke Odemfliissigkeit 
hervorruft, findet im allgemeinen eine Vermehrung von Rest-N und Amino-N 
in Ascites und Odemfliissigkeit statt, ebenso wie viele Autoren bei Nephritis 
die Vermehrung des Rest-N und des Amino-N im Blute festgestellt haben. 
Besonders im Falle von akuter Nephritis des Patienten Sumitomo, der 
ein starkes Odem hatte, fand eine auffallende Vermehrung des Rest-N 
statt. Dagegen in dem Falle des Patienten Yoshimura, der auch akute 
Nephritis und maBiges Odem hatte, war die Vermehrung von Rest-N 
und Amino-N nicht bedeutend, doch hatte er einen pseudochylisen Ascites. 
Mit der Vermehrung von Urin ging bei ihm die Odemfliissigkeit zuriick, 
der Rest-N in dem noch bestehenden pseudochylésen Ascites ging zum 
Normalwert zuriick. 

Als Beleg teile ich zwei Falle von Nephritis in Tabelle XII mit. 

Wenn man im allgemeinen Ascites- und Odemfliissigkeit, die zu gleicher 
Zeit entnommen wurden, miteinander vergleicht, so ist die Rest-N und 
Amino-N-Menge in Ascites etwas héher. Nimmt im Verlaufe der Erkrankung 
das Odem an Umfang zu, so steigt auch sein Gehalt an Rest-N und Amino-N, 
und die Differenzen zwischen den Werten fiir Ascites- und Odemfliissigkeit 
werden immer kleiner. Bei Herzleiden dagegen sehen wir keine Zunahme 
der Werte fiir Rest-N und Amino-N, auch wenn das Odem noch so groBe 
Dimensionen annimmt; hier halten sich die Werte fast immer in den gleichen 
Grenzen. Dies scheint ein charakteristischer Unterschied zu sein zwischen 
nephritischem und Herzfehlerédem. Bei einem Falle von schwerer Beri- 
beri trat starkes Odem auf, und die Odemfliissigkeit enthielt besonders 
groBe Mengen von Rest-N und Amino-N, héher als im Falle der akuten 
Nephritis des Patienten Sumitomo. Es ist bis jetzt noch nicht erwiesen, 
ob dieses durch Beriberi hervorgerufene Odem renaler oder kardialer Natur 
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ist, doch ist es sehr inter- 
essant, daB dieses Resultat 
mehr dem renalen Odem 
ahnlich scheint. Leider 
ist mir bis jetzt nur ein 
soleher Fall begegnet, 
und ich mu8B daher noch 
weitere derartige Fille 
untersuchen. Ob zwischen 
dem weiteren Verlauf 
dieser Krankheit und dem 
Rest-N des dieser Krank- 
heit entsprechenden 
Transsudats ein Zu- 
sammenhang besteht wie 
beim Exsudat, kann man 
noch nicht mit Bestimmt- 
heit sagen. 


Zusammenfassung. 


1. Exsudate ent- 
halten ein Albumin, das 
durch Acetat-, Phosphat- 
und Citratgemisch aus- 
geflockt wird, bei reinen 
Transsudaten dagegen 
tritt mit diesen Mischun- 
gen keine Flockung ein. 

2. Der isoelektrische 
Punkt des Albumins in 
den Exsudaten liegt bei 
(H’) = 0,36.10-4 mit 
Acetatgemisch, (H’) = 
0,214 .10-? mit Phos- 


phatgemisch und (H’) = 
1,13.10-* mit Citrat- 
gemisch. 


3. Entziindliche Cere- 
brospinalfliissigkeit hat 
dieselbe Art Albumin 
wie die in Pleuritis und 
Peritonitis gefundene; 
ihr isoelektrischer Punkt 
liegt bei Acetatgemisch 
immer bei (H’) = 0.36 
.s-* 
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4. Der Zuckergehalt des Exsudats ist geringer als der des Trans- 
sudats, d. h. in der Mehrzahl der Transsudatfille betrigt der Zucker- 
gehalt tiber 0,1 Proz., im Durchschnitt 0,1145 Proz., dagegen betrigt 
im Exsudat in der Mehrzahl der Faille der Zuckergehalt unter 0,09 Proz., 
durchschnittlich 0,0672 Proz. 

5. Der Zuckergehalt des Transsudats ist héher als der Plasma- 
zuckergehalt des Patienten, bei Exsudat ist der Zuckergehalt gleich 
oder etwas niedriger als der Plasmazuckergehalt. 

6. Das Fieberstadium hat keinen EinfluB auf den Zuckergehalt 
der Ergiisse, dagegen scheint bei demselben der Plasmazuckergehalt 
vermehrt zu sein. 

7. Der Rest-N von Transsudat ist bei Herzleiden und bei Leber- 
leiden fast der gleiche wie im Gesamtblute oder Blutserum, und ebenso 
der Amino-N und das Ammoniak. 

8. Im allgemeinen ist die Rest-N-Menge des Exsudats héher als 
diejenige des Transsudats von Herz- und Leberleiden. Amino-N und 
Ammoniak aber sind fast dieselben wie im Transsudat. 

9. Der Rest-N-Gehalt des Exsudats schwankt nicht mit der Fieber- 
kurve. Er nimmt dagegen zu, wenn das Exsudat punktiert wird und 
sich ganz langsam wieder ansammelt. Tritt eine schnelle Vermehrung 
ein, so bleibt der Rest-N und Amino-N entweder unveriandert oder 
nimmt eher etwas ab. 

10. Bei Nephritis ist im allgemeinen die Rest-N-Menge um so 
groBer, je starker das Odem ist. 











Uber die Grundlagen der Wielandschen Atmungstheorie. 


Von 
Otto Warburg. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 19. September 1923.) 


1. 
Nach einem Versuch von Wieland verliuft die Oxydation des 
Kohlenoxyds nicht nach der Gleichung 
CO + 1/, 0, = CO,, 
sondern nach den Gleichungen 
CO + H,O0 = HCOOH. . . (Hydratation) 
HCOOH + 1/,0, = CO,+ H,O . (Dehydrierung) 

Diesen Fall betrachtet Wieland als Beispiel der allgemeinen Regel, 
dai die Oxydation der Kohlenstoffverbindungen durch Abgabe von 
Wasserstoff, nicht durch Aufnahme von Sauerstoff erfolge?). 

Ist die Verallgemeinerung erlaubt, so ist die Sauerstoffatmung 
eine Folge von Hydratationen und Dehydrierungen, und zwar, wenn 
man die Bilanz ins Auge faBt, von Dehydrierungen durch molekularen 
Sauerstoff. Dann beschrinkt sich das Problem der Atmung auf die 
Frage: in welcher Weise katalysiert die Zellsubstanz die Dehydrierung ? 

Hier bestehen zunichst, welches auch der Mechanismus der Katalyse 
sein mag, drei Méglichkeiten: es kann der Wasserstoff der organischen 
Molekiile durch die Zellsubstanz aktiviert werden, es kann der molekulare 
Sauerstoff aktiviert werden, oder es kann beides zugleich geschehen. 
Wieland entscheidet sich fiir die erste Méglichkeit, nimmt also an, 
daB es der Wasserstoff ist, der durch die Zellsubstanz aktiviert werde, 
und zwar ausschlieBlich der Wasserstoff, wahrend der Sauerstoff als 
solcher — als molekularer Sauerstoff — mit dem Wasserstoff reagiere. 
Diese Annahme ist der Inhalt der Wielandschen Atmungstheorie?). 

Sucht man nach chemischen Analogien, so verweist Wieland auf 
die Palladiumkatalysen. Palladiummetall*) vermag organischen Mole- 


1) H. Wieland, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 45, 484, 679, 685, 2606, 
1912; 46, 3327, 1913; 47, 2085, 1914; 54, 2353, 1921. 

2) Derselbe, ebendaselbst 55, 3639, 1922; Ergebn. d. Physiol. 20, 477, 
1922; Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 2, 252, 1923. 

3) H, Wieland, Chem. Ber. 47, 2085, 1914. 
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kiilen Wasserstoff zu entziehen und den aufgenommenen Wasser- 
stoff so weit zu aktivieren, daB er bei niedriger Temperatur mit mole- 
kularem Sauerstoff reagiert. Doch ist es Wieland nicht gelungen, 
in der Zelle eine Substanz von der wasserstoffaktivierenden Eigenschaft 
des Palladiummetalls aufzufinden, und hierin lag von vornherein das 
unbefriedigende seiner Theorie. Denn die Einfiihrung der wasserstoff- 
aktivierenden Fermente war nur ein umschreibender Ausdruck fiir 
die Annahme, da der Wasserstoff durch die Zelle aktiviert werde. 


Eine andere Theorie der Atmung hat der Verfasser entwickelt!). 
Nach ihr ist der Katalysator der Atmung das Eisen, ein Element. 
das in kleinen Mengen in jeder Zelle als lebenswichtiger Bestandteil 
vorkommt. Eisen, der Zellsubstanz oder einfachen chemischen Systemen 
zugesetzt, vermag die Reaktion zwischen molekularem Sauerstoff 
und organischen Molekiilen zu katalysieren, wobei Geschwindigkeiten 
der Oxydation beobachtet werden, die im Vergleich zur Menge des 
zugesetzten Eisens auBerordentlich groB sind. In der Tat geniigt der 
minimale Eisengehalt der Zelle, um den Sauerstoffverbrauch intensiv 
atmender Zellen zu erklaren. 

Was den Mechanismus der Eisenkatalysen anbetrifft, so ist er 
zwar von Fall zu Fall verschieden, insoweit aber immer gleich, als eine 
niedrige Oxydationsstufe des Eisens mit dem Oxydationsmittel, die 
hierbei entstehende héhere Oxydationsstufe mit dem Substrat der 
Oxydation reagiert, wobei sich die niedrige Oxydationsstufe des Eisens 
zuriickbildet. 

Das Oxydationsmittel der Atmung ist der molekulare Sauerstoff, 
die Primarreaktion der Atmung die Reaktion zwischen molekularem 
Sauerstoff und Eisen, und nur in dieser Reaktion, nicht mit den or- 
ganischen Molekiilen, vermag der molekulare Sauerstoff in der Zelle 
zu reagieren. Binden wir das Eisen der Zelle durch Blauséure, so hort 
die Sauerstoffabsorption auf, obwohl Blausiure weder mit dem mole- 
kularen Sauerstoff noch mit den organischen Molekiilen reagiert und 
ihre wirksame Menge auch gar nicht ausreichen wiirde, um diese beiden 
Reaktionsteilnehmer in nennenswertem Betrage zu verandern. 


Il. 
Ein Vergleich beider Theorien lehrt, daB sie, was die Reaktionsweise 
des molekularen Sauerstoffs anbetriffc, in unvereinbarem Gegensatz 


1) O. Warburg, diese Zeitschr. 119, 134, 1921; 136, 266, 1923; Zeitschr. 
f. Elektrochem. 1922, 8. 70. 
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stehen. Nach der ersten Theorie reagiert der molekulare Sauerstoff 
direkt mit dem Wasserstoff der organischen Molekiile, nach der zweiten 
Theorie ausschlieBlich mit dem Eisen. Die erste Theorie sieht in der 
Aktivierung des Wasserstoffs die wesentliche Wirkung der Zellsubstanz, 
die zweite Theorie laBt die Frage, ob neben dem Sauerstoff!) auch 
Wasserstoff aktiviert werde, als ungeklirt beiseite. 

Da es fiir die Entwicklung eines Gebietes schidlich ist, wenn zwei 
sich gegenseitig ausschlieBende Theorien nebeneinander bestehen, 
so wird man versuchen, eine Entscheidung zugunsten der einen oder 
der anderen Theorie herbeizufiihren. Von diesem Gesichtspunkte 
aus habe ich es unternommen, den Gedankengang der Wielandschen 
Theorie nachzupriifen und werde im folgenden zeigen, daB Wielands 
Schliisse nicht nur nicht bindend, sondern, soviel ich sehe, unrichtig 
sind. 


IV. 
Essigbakterien katalysieren die Reaktion zwischen Athylalkohol 


und molekularem Sauerstoff zu Essigsiure, ein Vorgang, dessen Bilanz- 
gleichung lautet: 


Wieland fand?), daB der molekulare Sauerstoff ersetzt werden kann 
durch Chinon oder Methylenblau. Bezeichnen wir Chinon mit Ch, 
Methylenblau mit M, so haben wir an Stelle von (1) die Bilanz- 
Gleichungen : 

C,H,O + H,O + 2Ch = C,H,0O, + 2 (ChH,), 
C,H,O + H,O + 2M = C,H,0, + 2 (MH,). 


Platinschwarz katalysiert die Reaktion zwischen Athylalkohol 
und molekularem Sauerstoff zu Essigsiure. Wieland fand*), daB auch 
hier der molekulare Sauerstoff ersetzt werden kann durch Chinon 
oder Methylenblau. 

Aus diesen Versuchen zieht Wieland den Schlu8, daB durch den 
Katalysator — die Zellsubstanz oder das Platin — der Wasserstoff 
des Athylalkohols aktiviert werde, nicht aber das Oxydationsmittel, 
weder das Methylenblau, noch das Chinon, noch — was das wichtigste 
ist — der molekulare Sauerstoff. Beispielsweise schreibt er‘): 


') Unter ,,Aktivierung*‘ des Sauerstoffs verstehen wir alle Vorginge, 
in denen aus molekularem Sauerstoff und einem anderen Stoff ein Oxy- 
dationsmittel entsteht, das schneller reagiert als molekularer Sauerstoff. 
Das Oxydationspotential bleibt hier ganz auBer Betracht. 

2) H. Wieland, Chem. Ber. 46, 3327, 1913. 

3) Derselbe, ebendaselbst 45, 484, 1912. 

4) Derselbe, Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 2, 252, 1923. 
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»Die katalytische Oxydation von Alkohol durch Platin, die zuerst 
von Schénbein beobachtet worden ist, geschieht nicht durch Sauerstoff- 
aktivierung. Es ist der Wasserstoff des Alkohols, der durch den Katalysator 
reaktionsfihig gemacht wird, und der in diesem Zustande den molekularen 
Sauerstoff iiber die Phase des Hydroperoxyds zu Wasser hydriert. Beweis: 
Die Reaktion erfolgt in gleicher Weise ohne Gegenwart von Sauerstoff, 
wenn statt seiner ein anderer Wasserstoffakzeptor verwendet wird, z. B. 
Chinon oder Methylenblau.“ 

Zunichst ist zu bemerken, daB wir es mit Oberflichenreaktionen 
zu tun haben, im Modellversuch mit Alkohol, der an Platin gebunden 
ist, und mit den Oxydationsmitteln, Methylenblau, Chinon oder Sauer- 
stoff, die an Platin gebunden sind. Alle diese Stoffe werden durch die 
Bindung an den Katalysator veriindert, und man kann, wenn man 
im Sinne Wielands an das Problem herangeht, nur fragen: Welche 
Verainderung ist fiir den Eintritt der Reaktion wesentlicher, die Ver- 
anderung des Alkohols oder die Veranderung der Oxydationsmittel ? 
Wieland anwortet: die Veriinderung des Alkohols, offenbar indem er 
den Umstand fiir beweisend hilt, daB drei durchaus verschiedene 
Oxydationsmittel dasselbe Endprodukt der Oxydation, die Essigsiure, 
liefern. 

Dieser Schlu8 erscheint in keiner Weise bindend. Stellen wir uns 
auf den entgegengesetzten Standpunkt und betrachten als die wesent- 
liche Wirkung des Katalysators die Verainderung der Oxydations- 
mittel, so haben wir drei verschiedene Oxydationsmittel, die die Hydr- 
oxylgruppe des Alkohols zur Carboxylgruppe oxydieren, die schwerer 
oxydierbare CH,-Gruppe jedoch nicht angreifen. Beispiele, daB ver- 
schiedene Oxydationsmittel ein organisches Molekiil zu demselben 
Endprodukt oxydieren — und zwar in homogener Lésung, wo von 
einer Aktivierung des organischen Molekiils keine Rede sein kann — 
sind in so groBer Zahl bekannt, daB die zweite Erklarung der ersten 
zum mindesten nicht unterlegen ist. 

Dies vorausgeschickt, fragt es sich, ob wir iiber die Verinderung 
der Reaktionsteilnehmer durch den Katalysator in den zur Diskussion 
stehenden Fallen irgend etwas aussagen kénnen, was iiber das Hypo- 
thetische hinausgeht. Diese Frage ist zu bejahen fiir den Fall, da’ 
der Katalysator Platin, das Oxydationsmittel Sauerstoff ist. 

Wir wissen, daB Platin molekularen Sauerstoff nicht nur durch 
unspezifische Oberflichenkrifte bindet, sondern, wie das _ elektro- 
motorische Verhalten von Platin in Sauerstoff zeigt, durch sehr erheb- 
liche chemische Krafte. Hierbei wird der Sauerstoff aktiviert, mit 
Sauerstof{f behandeltes Platin zeigt Superoxydreaktionen '). Bedenkt man 
dies, so wird man gerade den SchluB, auf den Wielands Beweisfiihrung 


1) Engler und L. Wohler, Zeitschr. f. anorgan. Chem. 29, 1, 1902; 
L. Wéhler, Chem. Ber. 36, 3475, 1903. 
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zielt, verwerfen miissen. Oxydieren wir Alkohol mit Sauerstoff an Platin, 
so ist es nicht der molekulare Sauerstoff, sondern der Sauerstoff eines 
Platinoxyds oder Superoxyds, der mit dem Alkohol reagiert, eine 
Auffassung, die in keiner Weise durch die Tatsache beriihrt wird, daB 
wir den Alkohol auch mit Chinon oder Methylenblau oxydieren kénnen. 

Die Nachpriifung des Wielandschen Gedankenganges an dem 
Beispiel der Platinkatalyse zeigt, wie wenig bindend, ja wie willkirlich 
seine Schliisse sind. Insbesondere ist die sauerstofflose Oxydation 
kein Argument, das irgend etwas aussagt iiber die Reaktionsweise 
des molekularen Sauerstoffs, weder im Fall der Platinkatalyse, noch 
in einem anderen Fall. 


V. 

Muskelgewebe katalysiert die Reaktion zwischen molekularem 
Sauerstoff und Bernsteinsiure zu Fumarsiure. Thunberg fand?), 
daB der molekulare Sauerstoff ersetzt werden kann durch Methylenblau, 
wobei als Reduktionsprodukt an Stelle des Wassers Leucomethylenblau 
erscheint, fiir Wieland ein Beweis, daB der molekulare Sauerstoff 
durch Muskelgewebe nicht aktiviert wird. In diesem Fall jedoch liegt 
ein Versuch!) vor, der Wielands Deutung ausschlieBt. 

Bringt man naimlich in die Muskelsubstanz eine kleine Menge 
Blausiure, so wird zwar die Oxydation durch molekularen Sauerstoff, 
nicht aber die Oxydation durch Methylenblau gehemmt. Folgen wir 
der Deutung Wielands, so haben wir in dem blausiurehaltigen Gewebe, 
da Methylenblau reduziert wird, aktiven Wasserstoff. Wir haben in 
dem blausiurehaltigen Gewebe, wenn wir es mit Sauerstoff sattigen, 
auBerdem molekularen Sauerstoff, so daB alle Bedingungen zum Eintritt 
der Wielandschen Reaktion gegeben sind. Indessen findet sich, da8 
eine Reaktion nicht eintritt, Bernsteinsiure in blausiurehaltigem Ge- 
webe ist gegeniiber Sauerstoff bestindig. Dies beweist — soweit es 
Beweise in der Naturwissenschaft gibt — daB Wielands Deutung 
falsch ist. 

Dabei liegt die richtige Deutung auf der Hand. Blausaure bindet 
das Eisen und verhindert damit die Aufnahme des molekularen Sauer- 
stoffs. Sie verhindert aber nicht die Oxydation durch Methylenblau, 
weil dieser Vorgang mit Eisen nichts zu tun bat. Methylenblau, Chinon 
und dhnliche Korper verhalten sich in der Zelle nicht wie molekularer 
Sauerstoff, sondern wie molekularer Sauerstoff + Eisen, d. h. wie akti- 
viertér Sauerstoff. 


1) 7’. Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 35, 163, 1917; vgl. dazu auch 
C. L. Evans, Cyanide Anoxaemia, Journ. of. Physiol. 58, 17, 1919. 
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VI. 

Die fundamentale Tatsache, da8 Blausiure die Atmung hemmt, 
ist im allgemeinen sowohl als auch mit Hinblick auf die sauerstofflose 
Oxydation der Wéielandschen Atmungstheorie ungiinstig. Wieland 
auBert nun neuerdings die Auffassung!), die Wirkung der Blausiure 
auf die Atmung sei etwas Sekundires, Blausiure hemme nicht das 
Atmungsferment, sondern die Katalase. So komme es zu einer An- 
hiufung von Wasserstcffsuperoxyd in der Zelle und schlieBlich zu einer 
Vergiftung des Atmungsferments. 

Niemand, der die Wirkung der Blausiure auf die Atmung gesehen 
hat, kann diese Theorie in Erwagung ziehen. Die Wirkung der Blau- 
siure setzt sofort in dem durch die Blausiurekonzentration gegebenen 
MaBe ein, sie nimmt mit der Zeit nicht zu, und sie ist bei Zimmer- 
temperatur vollkommen reversibel. Wire Wielands Auffassung richtig, 
so wiirde die Wirkung der Blausiure bei konstanter Blausiurekonzen- 
tration mit der Zeit zunehmen und sie wiire irreversibel. Sie wire 
ferner nicht bestimmt durch die Konzentration der Blausiure, sondern 
auBerdem abhingig von dem Fliissigkeitsvolumen, in dem wir die 
Zellen suspendieren. Denn lebende Zellen sind fiir Wasserstoffsuperoxyd 
permeabel. Niemals ist der Austritt von Wasserstoffsuperoxyd aus 
einer blausiurehaltigen lebenden Zelle nachgewiesen worden. 

Die Theorie geht aus von der ersten unbewiesenen Annahme, Wasser- 
stoffsuperoxyd sei ein Zwischenprodukt der Atmung, von der zweiten 
unbewiesenen Annahme, etwa gebildetes Wasserstoffsuperoxyd kénne 
im Atmungsproze8 nicht reduziert werden, und von einer dritten un- 
bewiesenen Annahme iiber die Rolle der Katalasen. Da es keinen 
Versuch gibt, der die Theorie begriindet und keine Konsequenz der 
Theorie, die zutrifft, so soll sie in der Folge nicht mehr beriicksichtigt 
werden. 


1) H. Wieland, Chem. Ber. 55, 3639, 1922; Ergebn. d. Physiol. 20, 
477, 1922; Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 2, 252, 1923. 








Uber die Standardisierung 
der Untersuchung der Senkung der roten Blutkérperchen. 


Von 


L. Berezeller und H. Wastl. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 22. September 1923.) 


Die diagnostische Verwendung der Senkung der roten Blutkérper- 
chen hat zur Ausbildung verschiedener Methoden gefiihrt. An dieser 
Stelle soll auf den Vergleich dieser Methoden nicht naher eingegangen 
werden, sondern es sollen lediglich einzelne der wichtigsten Faktoren 
besprochen werden, die bei ein und derselben Probe oder bei ein und 
demselben Individuum Differenzen im Ablauf der Senkung verursachen 
kénnen. 

Es mu8 aber bereits an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, 
da8B man bei der Ausbildung der Methoden sehr willkiirlich vorgegangen 
ist. Man hat sich meistens damit zufrieden gegeben, da man sich 
unter bestimmten gegebenen Bedingungen mit einer Ablesung oder 
héchstens mit drei Ablesungen begniigt hat. Nun ist die Senkung 
der roten Blutkérperchen ein sehr komplexer Vorgang, worauf schon 
Berczeller und Stanker) hingewiesen haben, und es ist sehr leicht méglich, 
sogar wahrscheinlich, daB die biologische Inkonstanz in vielen Fallen 
auf unzweckmafige Methodik zuriickzufiihren ist, was aber durch 
eine systematische Klarung der einzelnen wirksamen Bedingungen 
ausschaltbar sein wird. 

Diesen Weg haben bereits Berczeller und Stanker fiir die dia- 
gnostische Verwendung der Senkungsprobe empfohlen. Zuletzt hat 
sich Josefowic?) mit den einzelnen Fehlerquellen der Methodik be- 
schaftigt. Er weist bei ein und derselben Probe nach: 

1. Die Wirkung der Temperatur (erhéhte Temperatur rascher) und 

2. die Wirkung von unberechenbaren aufBeren Ursachen, welche 


1) Zeitschr. f. physik.-chem. Biol. 8, 1917. 
2) Wien. klin. Wochenschr. 1922. 
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gelegentlich eine ganz verschiedene Senkung der roten Blutkérperchen 
der gleichen Blutprobe unter scheinbar gleichen Bedingungen ver- 
ursachen. 
Von physiologischen Einfliissen auf die Senkung der roten Blut- 
kérperchen zihlt Josefowic auf: 
1. wahrend der Verdauung raschere Senkung, 
2. Zahl der roten Blutkérperchen (Biirker), 
3. GréBe der roten Blutkérperchen (Biirker), 
4. Himoglobingehalt, 

5. miinnliches bzw. weibliches Blut, 
6. Menstruation und Graviditat. 

Selbstverstiindlich spielt im Unterschiede zwischen miannlichem 
und weiblichem Blute auch die Zahl und der Hamoglobingehalt, ja 
sogar die GréBe der roten Blutkérperchen eine Rolle. Wir haben aber 
alle Ursache anzunehmen, daf dies nicht der alleinige Grund der Unter- 
schiede ist, wie dies durch die Versuche von Brinkmann und Wastl*) 
bewiesen wurde. Diese Versuche zeigen uns zugleich am deutlichsten, 
daB fiir die Differenzierung physiologischer wie pathologischer Zustiainde 
bestimmte einheitliche und optimale Grundbedingungen eingefihrt 
werden miissen, und dai man in der Wahl der Methodik das Haupt- 
gewicht auf das Ausmessen méglichst groBer Differenzen wird legen 
miissen. An der Hand der Brinkmann und Wastlschen Versuche laBt 
sich berechnen, daB der spezifische Unterschied zwischen dem minnlichen 
und weiblichen Blute eigentlich nur im Beginn des Versuches ein wesent- 
licher ist und da sich schon sehr bald die Zunahme der Geschwindig- 
keiten ausgleicht. In der folgenden Tabelle sind die Verhaltniszahlen 
der Geschwindigkeiten (wobei die Geschwindigkeit der weiblichen 
roten Blutkérperchen durch die der mannlichen dividiert ist), angegeben. 


Tabelle I. 


Normales Menschenblut. 





Zeit in Minuten 
(vom Versuchsbeginn) | 15 30 45 60 
Q/o Geschwindigkeit . 26:1 33 15! 1,5 


Schon nach 30 Minuten ist die Abnahme des Geschwindigkeits- 
faktors 9Q/c' bereits cin sehr wesentlicher. Im allerersten Beginn des 
Versuches ist daher der Unterschied zwischen weiblichem und miann- 
lichem Blute am gr6Bten. Wenn man also die Senkung der roten Blut- 
kérperchen fiir die Differenzierung zwischen minnlichem und weib- 
lichem Blute benutzen will, so wird man die Senkungszeiten nach 
Modglichkeit gering wihlen. 


1) Diese Zeitschr. 124, 1921. 
Biochemische Zeitschrift Band 142. 35 
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Ebensolche Verhialtnisse ergeben sich in bezug auf die Verdiinnung. 
Ebenfalls aus den Versuchen von Brinkmann und Wasitl*) ist bereits 
ersichtlich, daB schon eine geringe Verdiinnung aus diesem Gesichts- 
punkte heraus nicht unwesentlich ist. 


Tabelle II. 
Normales menschliches Blut: $/o' Geschwindigkeitsfaktor. 





ideten I. II. Ill. IV. 
Nicht verdiinnt + 1/5 Plasma + 2}; Plasma + 1 Plasma 

11 13 13 

os ’ 12 112 13 

30 1,7 12 11 13 

45 13 4 am 1,2 

60 12 12 1 12 


’ 


Aus Tabelle II ergibt sich, daB der Unterschied zwischen miinn- 
lichem und weiblichem Blute im allerersten Beginn des Versuches am 
gréBten ist, daB aber schon der Zusatz von 1 Teil Plasma diesen 
Unterschied fast vollstiindig zum Verschwinden bringt; die Verhaltnis- 
zahlen der Geschwindigkeiten sind bei Verdiinnung fast gleich. Der 
zeitliche Unterschied ist allerdings andeutungsweise noch zu erkennen 
(auBer bei 44 Verdiinnung). Diese Differenzen sind aber unverhiltnis- 
maBig geringer als beim unverdiinnten Blute?). 

Von besonderem Interesse ist nun, daf viele Untersucher, um die 
Gerinnung zu hemmen, eine bedeutende Verdiinnung (bis zu 20 Proz.) 
verwendet haben, was unbedingt schon eine Verwischung der Unter- 
schiede zwischen miannlichem und weiblichem Blute mit sich bringt. 
Brinkmann und Wasil') arbeiteten nur mit einem Zusatz von etwas 
weniger als 4proz. konzentrierter Natriumoxalatlésung zum mensch- 
lichen Blute. Als Beispiel fiir eine gréBere Verdiinnung des Blutes 
erwahnen wir die Versuche von Starlinger*). Er setzt zu 0,8 cem Blut 
0,2 com 20proz. Natriumcitratlésung hinzu. Die Unterschiede zwischen 
minnlichem und weiblichem Blute sind vorhanden, aber schon wesentlich 
geringer, wozu allerdings auch neben der gréBeren Verdiinnung die 
oft viel spiter stattgefundene Ablesung der Resultate (Methode nach 


4) le. 

2) Die Gegeniiberstellung dieser beiden Resultate zeigt nun auch, 
daB nicht die gréBere Entfernung der roten Blutkérperchen voneinander 
im Beginn des Versuches den spezifischen Unterschied zwischen mannlichem 
und weiblichem Blute verursacht, daB bei der Annaherung aneinander die 
roten Blutkérperchen in ihrer Bewegung eine gréBere GleichmiBigkeit 
zwischen mannlichem und weiblichem Blut aufweisen, denn nach Verdiinnung 
wird dieser Unterschied ausgeschaltet; vielmehr miissen wir annehmen, 
daB der Unterschied in der Art der Bewegung liegt. 

3) Diese Zeitschr. 122, 1921. 
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Lanzenmeyer, Zeiten bestimmter zurdckgelegter Wegstrecken) beitragt. 
Da Starlinger auch den Fibrinogengehalt des Plasmas angibt, haben 
wir immer minnliches und weibliches Blut von ungefaihr gleichem 
Fibrinogengehalt verglichen. 









Tabelle III. 












33 | Protokoll- Nidisin Senkungszeiten (Minuten) Differenz «4/2 (Minuten) 
Es £ nummer 6mm 12 mm 18 mm 6mm | 12mm | 18mm 
> 

ziio |QPio | SP iel@ielV@ia| g 

179 56 O61 060 13 11 22 18 34 241'+ 2'+ 4; +10 
2 || 79 | 25) 061 | 059) 13 14 22 19 34 24;;— 1 + 3) + 10 
3/78 53 048 044 18 15 2 23 40; 30 + 3;';+ 2/4210 
4 || 29 4 039 038 30 16 50 28 80 560 + 14; + 22); + 30 
5 | 96 48 028 028 38 45 88 87) 200/175): — 7|+ 1) +25 
6} 28 10) 023 | 0,23 8 49 163 101 245 | 150 +33 | + 62;| + 95 
7 | 28 5 0,23 0,22 82 60 163 115 | 245 | 152 + 22) +48) + 94 





Aus Tabelle III ergibt sich, da8 unter sieben wegen ihres ver- 
gleichbaren Fibrinogengehaltes ahnlichen Fallen es nur in zwei Fillen 
bei den geringsten Senkungshéhen vorkommt, da8 das mannliche Blut 
schneller sinkt, davon ist aber auch im ersten Falle nur ein minimaler 
Unterschied (1 Minute); in allen anderen Fallen senkt sich das weibliche 
Blut schneller als das miannliche. 

In Tabelle IV sind die entsprechenden Geschwindigkeitsfaktoren 
wie aus den Versuchen von Brinkmann und Wastl gerechnet (in diesem 
Falle o/Q Senkungszeiten = 9 /o Geschwindigkeiten). 



















Tabelle IV. 














Nummer Geschwindigkeitsfaktoren °|4 
des 
Versuches 6mm 12 mm 18 mm 





l 1,2 1,2 14 
2 09 1,1 14 
3 12 1,1 13 
4 19 18 16 
5 0.9 1,0 1,1 
6 17 1,6 16 
7 13 14 1,6 


Aus Tabelle 1V ersehen wir, daB, der gréBeren Verdiinnung ent- 
sprechend, die Unterschiede zwischen miannlichem und weiblichem 
Blute in den Starlingerschen Versuchen bedeutend geringer sind als 
in den Versuchen von Brinkmann und Wasil. Es sind aber nicht ganz 
dieselben Werte wie in den verdiinnten Blutproben der Versuche von 
Brinkmann und Wastl zu beobachten, sondern besonders zwei Fille 
(4 und 6) fallen ziemlich heraus. Die Abweichungen sind trotzdem so 


35 * 
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gering, daB im Mittel die Werte dieselben sind wie die von Brinkmann 
und Wastl beobachteten. 


Tabelle V. 





Mittlere Senkungszeiten (Minuten) 


6mm 12mm 18 mm 


9 29 54 91 
o 34,4 66 115 
Mittl. Geschwindigkeitsfaktoren 9 /¢* 
1,2 1,2 1,3 


Ebenso ergibt sich aus den Zahlen von Fahreus!) ein Geschwindig- 
keitsfaktor 9 /o" zu 1,2, was mit den aus den Versuchen von Brinkmann 
und Wasil berechneten Werten gut iibereinstimmt. Der Hauptfaktor 
des Unterschiedes zwischen den Versuchen von Brinkmann und Wastl 
und den Versuchen von Starlinger bildet also zweifellos die gréBere 
Verdiinnung. Die Methode von Brinkmann und Wastl ist daher als ein 
sehr empfindlicher Indikator fiir den Nachweis des Unterschiedes 
zwischen minnlichem und weiblichem Blute zu betrachten. Damit 
ist aber gleichzeitig auch bewiesen, da dieser Unterschied nicht auf 
den roten Blutkérperchen noch auf dem Plasma allein beruht, sondern 
durch den spezifischen Zustand des Blutes verursacht wird und davon 
abhangt, in welcher Konzentration die roten Blutkérperchen im Plasma 
vorhanden sind. Schon bei geringer Verdiinnung sowie bei der An- 
naherung der roten Blutkérperchen aneinander (im Verlauf der Senkung) 
wird daber der Unterschied zwischen miannlichem und weiblichem 
Blute sehr wesentlich vermindert. 

Dieses Beispiel beweist geniigend, da8 nur die systematische 
Analyse des Senkungsvorganges zur Verfeinerung der Methodik und 
besseren Charakterisierung der einzelnen Zustiinde fiihren kann. 

Was die Methodik betrifft, so sind sowohl die Art der Entnahme 
des Blutes (arterielles oder vendéses Blut, Verdiinnung, Zusiatze ver- 
schiedener gerinnungshemmender Substanzen usw.), wie auch die Art 
der Aufstellung desselben zur Senkung (Weite und Neigung der 
Réhrchen, Héhe der Blutsiule, Temperatur, zeitlicher Abstand zwischen 
Entnahme und der Aufstellung zur Senkung usw.) und der schon 
bekannte Unterschied zwischen Plasma und Serum (bereits Biernacki 
bekannt) von so maBgebender Bedeutung, daB diese zum Teil modi- 
fizierend, zum Teil aber ganz wesentlich verindernd auf die beobachteten 
Resultate einwirken kénnen. Noch dazu sind die erwihnten Wirkungen 


1) The Suspensionsstability of the Blood. Stockholm 1921. 
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von sehr verschiedener GréBe, je nach den anderen Bedingungen, 
j@ sogar verschieden bei verschiedenen Blutarten, so da zunichst 
ganz empirisch die einzelnen Wirkungen geordnet werden miissen, 
um eine bessere Einsicht in den Mechanismus der Senkung der roten 
Blutkérperchen zu gewinnen. 


1. Senkungsversuche in vertikalen und geneigten Roéhren. 


Von gréBter methodischer Wichtigkeit ist die schon von Boycraft') 
beobachtete Erscheinung, daB in schiefgestellten Réhren die Senkung 
der roten Blutkérperchen viel schneller stattfindet als in vertikalen. 
Brinkmann und Wastl*) haben diese Erscheinung dazu benutzt, um 
beim menschlichen Blute die Ablesezeiten zu verkiirzen, zu welchem 
Zwecke sie die Senkung des Blutes in mit 45° schiefgestellten Réhrchen 
vorgenommen haben. An dieser Stelle soll auf eine nihere mechanische 
Analyse dieser Erscheinung nicht eingegangen werden’). Es mu nur 
betont werden, daB dabei die Brownsche Bewegung der roten Blut- 
kérperchen, wie dies Boycraft vermutet hat, jedenfalls nicht von Be- 
deutung ist. 

Fiir die Methodik der Blutkérperchensenkungsversuche ist diese 
Erscheinung deswegen von gréBter Wichtigkeit, weil eben schon eine 
geringe Schiefstellung der Réhrchen von sehr groBem Einflu8 ist, 
wihrend eine weitere Steigerung des Winkels keine so bedeutende 
Zunahme der zuriickgelegten Strecken hervorruft, Unsere Versuche 
haben wir in der Weise ausgefiihrt, da wir das Blut in 2 bis 4mm 
weiten Réhrchen in meistens 130 mm hohen Schichten genau vertikal, 
dann an 67,5°, 45 und 22,5° schiefen Ebenen zur Senkung aufgestellt 
haben. An der Stelle sollen nur die Resultate mit normalem mensch- 
lichen Blute (Entnahme durch Venenpunktion, Zusatz von 4proz. 
konzentrierter Na-Oxalatlésung, Aufstellung bei Zimmertemperatur 
etwa eine halbe Stunde nach Entnahme, Weite der Réhrchen 2 mm, 
Hohe der Blutsiule 130 mm) Erwihnung finden, bei der Untersuchung 
der Mechanik der Senkung werden wir auf diese Erscheinung naher 
eingehen. 

In Tabelle VI sind die nach verschiedenen Zeiten zuriickgelegten 
Strecken im normalen mannlichen Menschenblut angegeben. 

In unserer Versuchsanordnung ist also die Senkung in vier Ebenen 
ausgefiihrt, wobei jede schiefer gestellte Ebene sich um 22,5° unter- 
scheidet, also genau um ein Viertel der Vertikalen. 


1) Nature 105, 1920. 
2) Le. 
3) Ist beabsichtigt, spiter publiziert zu werden. 
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Tabelle VI. 


Normales o' Menschenblut (+ 4Proz. konzentrierten Na-Oxalats). 





Differenzen der Plasmahéhen 


53 Freie Plasmahéhen in mm bei ear se 

N= 900 67,59 450 22,59 || 90—67,59 | 67,5—459 | 45--22,50 
10 1,25 5,00 9,00 10,50 3,75 4,00 1,50 
15 2,00 8,00 15,00 18,00 6,00 7,00 3,00 


25\ 2.50 15,50 27,50 33,00 13,00 12,00 5,50 
35 3,00 22.00 35,50 42,00 19,00 13,50 6,50 
45 4,25 28,00 40,00 47,00 23,50 12,00 7,00 
55 ~—s«iB 00 30,50 44,00 49.00 25,50 13,50 5,00 
70 ~=—- 6,50 34,50 46,00 52.00 28,00 11,50 6,00 
8 8,00 37,00 47,00 54,00 29,00 10,00 7,00 
105. 11,50 39,00 49,00 55,50 27,50 10,00 6,50 
130. 15,00 41,00 51,00 58,00 26,00 10,00 7,00 
160 16,00 42,00 52,00 58,00 26,00 10,00 6,00 


275 23,00 48,00 56,00 63,00 25,00 8,00 7,00 
430 28,00 50,00 57,50 64,00 22,00 7,50 6,50 
690 =: 30,00 50,00 58,00 65,00 20,00 8,00 7,00 
1490 37,00 51,00 59,00 68,00 14,00 8,00 9,00 


Aus Tabelle VI ersieht man, daB die zuriickgelegten Strecken 
in den schiefgestellten Réhrchen ein Vielfaches der Senkungsstrecken 
in den vertikalen Réhrchen betragen. Besonders wichtig ist es, daB 
gerade bei den héheren Zeitwerten (insbesondere tiber eine halbe Stunde, 
was der Ablesezeit der meisten Methoden entspricht) die Unterschiede 
in den Differenzen der Wegstrecken am gréBten sind. Noch dazu sind 
dann die Zunahmen, der Geschwindigkeiten bei der ersten Schiefstellung, 
mit 22,5° von der Vertikalen abbiegend, am schwerwiegendsten, denn 
von der ersten 34 Stunde ab ist die Zunahme der Wegstrecken das 
Zwei- bis Dreifache dessen, was zwischen 67,5 und 45° bzw. 45 bis 22,5° 
noch dazugewonnen wird. Daraus folgt noch, daB die Beschleunigung 
der Senkung in den ersten 22,5° nicht gleichmaéBig auf die einzelnen 
Grade aufzuteilen ist, sondern bei geringen Abweichungen von der 
Vertikalen das Maximum aufweist, was damit auch in gutem Ein- 
klange steht, daB zwischen 45 und 22,5° nur noch eine geringe Zunahme 
— etwa die Halfte dessen, was zwischen 67,5 und 45° beobachtet wird — 
stattfindet. Besonders bemerkenswert ist in diesem Versuche, welche 
Konstanz in den Differenzen der Plasmahéhen zur Beobachtung kommt, 
und zwar ist die Zunahme der Senkungshéhen am_ konstantesten 
zwischen 45 und 22,5°, da zwischen 35 und 690 Minuten der Unterschied 
maximal nur 2 mm betragt und dies auch nicht in den Anfangswerten, 
welche sich nur um 14 mm unterscheiden. Die Differenzen der Senkungs- 
héhen zwischen 67,5 und 45° zeigen bereits ein ausgesprochenes Maximum 
(bei 55 Minuten langer Senkung); zwischen 25 und 160 Minuten ist 
die maximale Abweichung jedoch immer noch nur 3,5 mm zwischen 
Maximum und Minimum der Senkungsdifferenz. Bei 90 bis 67,5° 
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ist das Maximum schon viel ausgepragter (nach 85 Minuten Senkung) 
und es kann nur zwischen 70 und 160 Minuten Senkungszeit eine ahnliche 
(3,5 mm Differenz) Konstanz der Werte beobachtet werden, wie zwischen 
67,5 und 45°. Die Mittelwerte dieser konstanten Perioden sind: 


Tabelle VII. 





90—67,5° 67,5—45° 45—22,50 
Absolute Werte .... 27,3 mm 11.4 mm 6.4 mm 
Relative Werte .... oe i eee l - 
oder angenahert. .. . > 1x2 1 


Daher miissen wir bei ganz geringen Abweichungen von 90° an- 
nehmen, daf die Verschiebungen dort am allergré6Bten sind und das 
Vier- bis Achtfache dessen betragen kénnen, was eine gleichgroBbe 
Verschiebung bei 22,5° bedeutet. 

Vom methodischen Standpunkte aus ist dieses Resultat deswegen 
von gewisser Bedeutung, da man auf so geringe Abweichungen von 
der Vertikalen in sehr vielen Versuchen keine geniigende Riicksicht 
genommen hat, andererseits aber auch deswegen, weil man durch 
passende Schiefstellung der Réhrchen einen entsprechend schnelleren 
Ablauf der Bewegung erzielen kann. 

In Tabelle VIII sind die mittleren Geschwindigkeiten des in 
Tabelle VI angegebenen Versuches zusammengestellt. 


Tabelle VIII. 





Mittlere Senkungsgeschwindigkeiten in [99 mm pro Minuten 


Zeit in (bezogen auf die Zeit am Beginn des Versuches.) 
Minuten 

900 67,59 45° 22,59 
ee] 12.5 50.0 , 90,0 105,0 
15 13,3 53.3 100,0 120,0 
25 10,0 62.0 110,0 132,0 
35 8.6 62,9 101,5 120,0 
45 9,4 62,2 88,8 105,0 
55 9.1 55,5 80,0 89.0 
70 9,3 49.3 65,7 74.3 
85 9.4 42.5 55,3 63,5 
105 11,0 37,1 46,1 52,9 
130 11,5 31,5 39,1 44.5 
160 10,0 26,2 32,5 36,2 
275 8,3 17,4 20,3 22,9 
430 6,5 11,5 13,4 14,9 
690 4.0 7,2 8,4 9,3 
1490 2.5 3,4 3,9 4.6 


Daraus ist ersichtlich, daB sogar in den vertikalen Réhrchen die 
Senkung im allerersten Beginn langsamer abliuft als spiter. Diese 
unsere Beobachtung steht im Widerspruch mit den Angaben von 
Fahreus (1. c., 8.71). Es konnte dies aber in unseren Versuchen wieder- 
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holt beobachtet werden. Dann sehen wir in den vertikalen Réhrchen 
eine ziemlich gleichmaBige Bewegung (nur in sehr grober Annaherung), 
welche 21/, Stunden lang andauert. Dann fallt die Senkungsgeschwin- 
digkeit rasch ab. 

In den geneigten Réhrchen erreicht die mittlere Geschwindigkeit 
ebenfalls ein Maximum, fallt langsam immer mehr und mehr herunter, 
wird aber nie geringer — wie dies schon aus der Tabelle der Wegstrecken 
folgt — als die im vertikalen Réhrchen beobachteten Werte, denn 
in den schiefen Réhrchen werden in dem Falle immer weitere Strecken 
von den Blutkérperchen zuriickgelegt als in den vertikalen bzw. 
langere Strecken in den mehr schief gestellten Réhrchen als in den 
steiler stehenden. 

Besonders bemerkenswert ist in diesem Versuche, daB die Senkung 
der roten Blutkérperchen in den schiefen Rohrchen auch in vertikaler 
Projektion viel gréBer ist als die Senkung in den vertikalen Réhrchen. 
Damit ist auch der Beweis erbracht, daB die Bewegung der roten Blut- 
kérperchen in den schiefgestellten Réhrchen nicht einfach aus dem 
vertikalen Falle der einzelnen roten Blutkérperchen addiert betrachtet 
werden kann, da sonst das am héchsten liegende rote Blutkérperchen 
nicht eine maximal achtmal lingere Wegstrecke in den 22,5° gestellten 
Réhrchen zuciicklegen konnte als im vertikalen Rohre; ebenso ist es 
aber nicht méglich, daB bei 67,5° das oberste rote Blutkérperchen im 
Beginn viermal schneller sinkt als bei 90°. Vielmehr spielen hier 
Strémung und wahrscheinlich Adhiasionserscheinungen eine wesentliche 
Rolle, welche aber erst nach einer genaueren biologischen Analyse 
der Senkung erforscht werden kénnen!). 


2. Die Wirkung der Verdiinnung auf die Senkung der roten Blutkérperchen. 


Nach den Befunden von Brinkmann und Wastl (l.c.) wird die 
Senkung der Blutkérperchen sowohl im Plasma wie in Aquilibrierter 
Salzlésung durch Verdiinnung sehr stark beschleunigt, und sie sind 
geneigt, die bei Abnahme der Zahl der roten Blutkérperchen beob- 
achtete beschleunigte Senkung, insbesondere bei Anaemia perniciosa, 


1) Mit diesem Versuche ist jedenfalls bewiesen, daB man methodologisch 
auf die vertikale Stellung der Réhrchen den gréBten Wert legen mu, 
und da in vertikalen Réhrchen bei 130 mm Senkungshéhe der Weg, welcher 
mit gleichmaBiger Bewegung zuriickgelegt wird, auch beim menschlichen 
Blute nur ein sehr kurzer ist; daher mu8 die Mechanik der Senkung noch 
durch weitere Untersuchungen geklart werden, bevor wir eine eindeutige 
klinische Methode werden angeben kénnen. An der Stelle soll auf die 
niheren mechanischen Eigenschaften der Bewegung nicht eingegangen 
werden, sondern es sollen erst die anderen Faktoren, welche die Konstanz 
der Werte beeinflussen kénnen, behandelt werden. 
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auf dieser Grundlage zu erklaren. Dagegen ist neuerdings Sadlon') 
der Meinung, daB die Verdiinnung nur von sekundirer Bedeutung 
ist und daB bei Animie beobachtete Senkungsbeschleunigungen nicht 
allein darauf zurickgefiihrt werden kénnen. Wir haben schon vor 
langerer Zeit diese Versuche aus dem Gesichtspunkte heraus angestellt, 
da wir davon eine Klarung des Senkungsmechanismus erwarten kénnen, 
weil man durch die Verdiinnung mit Plasma oder Serum nur die Mengen- 
verhaltnisse beeinflussen kann, ohne andere Eigenschaften des Blutes, 
insbesondere was das Gleichgewicht zwischen roten Blutkérperchen 
und Plasma betrifft, zu verindern. An dieser Stelle sollen unsere Ver- 
suche nur vom Standpunkte der Fehlerquellen der Methodik wie auch 
im vorigen Punkte behandelt werden. In Tabelle IX und X sind die 
Resultate, die mit zwei Blutproben von normalen Mannern mit Plasma- 
verdiinnungen erhalten wurden, angegeben (es wurden 130mm hohe 
Blutsiulen, 2mm weite Réhrchen in vertikaler Stellung verwendet). 

Wenn wir die beiden unverdiinnten Blutproben vergleichen, er- 
geben sich sogar in quantitativer Beziehung sehr gro®e Ahnlichkeiten 
nicht nur darin, daB der gleichmaBige Teil der Senkung ahnlich lange 
dauert, sondern auch in den Abweichungen von der Konstanz der 
Geschwindigkeit (s. mittlere Geschwindigkeit). Auf diese Erschei- 
nungen werden wir aber erst auf Grund unseres gréBeren Materials 
an anderer Stelle eingehen. 


Tabelle IX. 
o menschliches Blut (zu 4Proz. mit konzentriertem Na-Oxalat versetzt). 
Wirkung von Plasmaverdiinnungen. 





| Mittlere Geschwindigkeiten 


e§ Zuriickgelegte Wege in io) mm Minuten 
2 | 

Ss Blut | +4, | +% | +r | +2 | Blot | +% | 4% | 41 +2 

Nz Teile Plasma } Teile Plasma 
10 1,25! 2,75 6 14 26 125 225 600 1400 260,0 
15 2 3,5 9 19 31 13,3 | 23,3 | 60,0 127,0 | 207,0 
25 2,5 7 15 28 38 10.0 | 280 60,0 112.0) 152,0 
35 3 ll 22 36 46 8.6 315 60,0 | 103.0 131,0 
45 4.25 15,5 28 43 53 94 344 62,0 95,5 | 118.0 
55 5 20 34 51 60 91 | 364 61,8 93,0 | 109.0 
70 65 | 26 41 93 | 37,1 | 586 
85 8 30 45 68 70 94 | 353 | 53,0 80,0 82.4 

105 | 11,5 | 35 50 11,0 | 33,3 48,0 

130 =| 15 39 11,5 | 30,0 

160 16 10,0 


275 || 23 48 64 82%) | 97%) 83 | 17,5 | 23,3 | 35,7, 421 
430 | 28 52 69 867) | 1007); 65 | 121 | 160 | 223; 26,9 
690 | 28 53 71 86 102 40 Ta) 125; 148 
1490 | 37 58 74 89 T04 2,5 3,9 4.9 5,9! 69 


1) Klin. Wochenschr. 1922, 1. Jahrg. 
2) Bezieht sich nach 230 bzw. 385 Minuten. 
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Tabelle X. 


o menschliches Blut. Wirkung von Plasmaverdiinnungen. 





Mittlere Geschwindigkeiten 


S § Zuriickgelegte Wege in 1{:999 mm pro Minute 
s 
os Blut tik + Yo +4 Blut + Uy + 15 NSS 
_ Teile Plasma Teile Plasma 
15 15 1,75 6 20 | 100 8,0 40.0 1333 
30 2.6 3 18 43 7,1 10,0 60,0 143,0 
45 4,25 6,5 31 CL 9,4 14,4 68,8 135,0 
60 65 12 39 71 | 90 200 650 1018 
75 7,5 18 10,0 24,0 
90 9 10,0 
105 12 11,0 
120 15 68 86 12,0 57,0 gg 
140 19 31 13,0 22,0 
200 © 27 13,5 
104049 72 93 4,7 6,9 8.9 
1440 49 56 7 93 3,9 
2460 49 58 72 95 2,4 


Die Verdiinnung des Blutes mit dem eigenen Plasma verandert 
die Art der Bewegung vollstindig. Schon ganz geringe Zusatze von 
Plasma (25 Proz.) verursachen eine sehr groBe Zunahme der zurick- 
gelegten Wegstrecken. Besonders bemerkenswert ist dabei, da mit 
der Verdiinnung allmihlich die scharfe Grenze immer mehr schwindet, 
welche Plasma und Blutkérperchensiule trennt, wodurch besonders 
in den gréBeren Verdiinnungen sogar die Scharfe der Ablesung sehr 
stark leidet, und es entsteht eine in unseren Versuchen manchmal 
sogar 4 bis lem breite Schicht, worin die Dichte der roten Blut- 
kérperchen von einer ganz feinen Triibung bis zur undurchsichtigen 
Schicht iibergeht (in diesen Fallen haben wir bei beginnender Un- 
durchsichtigkeit abgelesen). 

Aus Tabelle IX und X ist auch ersichtlich, daB die Zunahme 
der Geschwindigkeiten mit der Verdiinnung durch Plasma viel steiler 
wachsen als die Abnahme der Teilchenzahl der roten Blutkérperchen 
infolge der Verdiinnung. 

Ohne auf eine nahere Analyse der verschiedenen Bewegungs- 
typen einzugehen, ist schon aus diesen Versuchen ersichtlich, daB im 
Verdiinnungsversuche die Unterschiede der beiden Proben viel mar- 
kanter nachweisbar sind als im unverdiinnten Blute. Der geringeren 
Anfangsgeschwindigkeit des Blutes (Tabelle X) entsprechen auch viel 
geringere Geschwindigkeiten im Verdiinnungsversuche, wobei diese 
im Verdiinnungsversuche viel besser nachweisbar ist. Ebenso laBt 
sich aber allgemein nachweisen, daB in den Verdiinnungsversuchen 
die Bewegung des im Beginn schneller sinkenden Blutes 1 auch rapider 
abnimmt als von Blut 2. Die GleichmafSigkeit der Bewegung in un- 
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verdiinntem Blute ist also wahrscheinlich die Resultante, eines be- 
schleunigenden und verlangsamenden Faktors. 

Der Vergleich der beiden Blutproben, sowohl was die Senkung 
im unverdiinnten Blute wie in den Plasmaverdiinnungen _betrifft, 
beweist uns, daB die angegebene Aufgabe der Standardisierung der 
Senkung nur durch eine eingehende Untersuchung der Bewegungs- 
typen zu lésen ist, denn wenn man einfach einzelne Wegstrecken miBt, 
womit nur ein quantitativer Vergleich von in den meisten Fallen quali- 
tativ verschiedenen Zustinden erméglicht wird, kann man nicht zu 
eindeutigen Resultaten kommen, denn die Senkung ist sogar in solchen 
Fallen als eine Resultante von verschiedenen Faktoren zu betrachten, 
in denen wit Blutproben von normalen Individuen desselben Geschlechts 
vergleichen. Dagegen weist die Senkung in ihrem qualitativen Ablauf 
gewisse Ahnlichkeiten auf, so da8 wir von der Untersuchung dieser 
Erscheinungen groBe Vereinfachungen durch AusschlieBung der bis 
jetzt als zufallig figurierenden Faktoren erhoffen kénnen. 

Die wahrscheinlichste Annahme fiir die Erklarung der hier beob- 
achteten Abweichungen von einer gleichmaBigen Bewegung ist, dab 
sich das Blut wiihrend des Senkungsvorganges veriindert. Diese Ver- 
anderung kann einerseits dadurch zustande kommen, daB der Senkungs- 
vorgang sich mit dem Abstand der roten Blutkérperchen voneinander 
veraindert, wofir der Verdiinnungsversuch spricht, oder aber es finden 
im Blute — im Plasma oder in den roten Blutkérperchen — Verande- 
rungen statt, welche die Senkung modifizieren. 

Die Versuche von Starlinger (l.c.) haben nun gezeigt, daB einmal 
niedergesunkenes und wieder aufgeschiitteltes Blut regelmaBig sich 
viel langsamer senkt als das erstemal}?). 

Die Aufgabe weiterer Untersuchungen war, naher zu analysieren, 
wie die Veriinderung der Senkung wihrend ihres Verlaufes zustande 
kommt. Zu diesem Zwecke haben wir zwei Arten von Versuchen aus- 
gefiihrt : 

Es wurde die Wirkung 1. verschiedener Gase (O,, CO, und CO) 
auf die Senkung untersucht. 2. Es wurde der Senkungsversuch nach 
verschiedenen Zeiten nach der Entnahme ausgefiihrt; dabei haben wir 
ein besonderes Gewicht auf den Vergleich von verschiedenen gerinnungs- 


1) Starlinger erklart diese Wirkung mit einer Spaltung der EiweiB- 
kérper, insbesondere des Fibrinogens, welche durch die hydrolytisch ab- 
gespaltenen H-Ionen der zugesetzten Salzlésungen stattfinden soll. So 
wird auch die Wirkung der Kochsalzlésungen erklart; abgesehen davon, 
daB die Salze von so schwachen Sauren, wie Citronensiure es ist, viel eher 
freie OH-Ionen in der Lésung aufweisen werden, kennen wir eine Hydrolyse 
von EiweiBkérpern durch so geringe H-lonenkonzentrationen, wie dies 
bei der Hydrolyse von Salzen auftritt, noch dazu bei Zimmertemperatur, 
nicht. 
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hemmenden Substanzen gelegt, da es sich herausgestellt hat, daB die 
Wirkung eben dieser Substanzen eine wesentlich verschiedene ist. 

Durch die Untersuchung der Gaswirkung kénnen wir einfach 
durch Sattigung der Blutproben mit den einzelnen Gasen die Ver- 
anderung des Gasgehaltes wihrend der Senkung sowie die Differenzen 
zwischen verschiedenen Blutproben ausgleichen. Zugleich sind die 
erwahnten zwei Faktoren auch methodisch fir die Ausfiihrung der 
Versuche von grober Wichtigkeit. Hieriiber wird in der nachsten 
Mitteilungen berichtet werden. 
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